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L’hybridation désigne le croisement entre deux individus de sexes opposés. C'est en
utilisant ce phénomeéne d’ hybridation que Mendel a découvert ses différentes lois de transmission
des caracteres des parents aux descendants, jetant ainsi 1es bases de la génétique.

Dans la nature, |’ hybridation constitue un des mécanismes de I’ évolution. Elle s oppose le
plus souvent aux mécanismes d’isolement reproducteur. Les hybrides obtenus des croisements
entre des types génétiquement trés éloignés sont genéralement stériles, et leur intérét dans le
mécanisme de |'évolution est tres limité, mais peuvent étre a I'origine de nouveaux
allopolyploides fertiles. Ces derniers jouent un grand role dans la diversité des espéces.
L’ hybridation entre des types qui ne sont pas génétiquement trés éloignés est a I’ origine de la
variabilité d'un grand nombre d’ espéces. Ce cas est fréquent dans des zones d’ hybridation entre
deux sous-especes all opatriques ou sympatriques.

En amélioration des plantes, |” hybridation constitue un moyen pour réunir deux géenotypes
différents pour créer de nouvelles variétés plus résistantes aux stress abiotiques (Wiegrefe et
Berg, 2003) et/ou biotiques (e.g. champignons, insectes) (Dudits et al., 1987 ; Sigareva et Earle,
1997 & Bauchan, 1987). Les nouvelles variétés sont crées aussi pour répondre aux besoins
économiques, de point de vue rendement.

En taxonomie, |” hybridation est utilisée comme un outil expérimental d’identification entre
les espéces étroitement apparentées, entre lesgquelles les mécanismes d'isolement reproducteur
reposent sur une stérilité ou une disparition partielle des hybrides. La production de la
descendance sera une preuve de larelation entre les parents, et |a stérilité sera une preuve de leur
séparation et éloignement. Autrement dit, ¢’ est la mise en application du concept biologique de
I’ espece (Mayr, 1974) définissant celle-ci (I’ espéce) comme un groupe d’individus effectivement
ou potentiellement fertiles entre eux, mais reproductivement isolés d’ autres groupes semblables.
Si deux individus sont interfertiles, ils appartiennent ala méme espece; S'ils sont interstériles, ils
appartiennent a deux especes différentes; s'ils sont partiellement interstériles, ils appartiennent a
deux espéces en voie de séparation (Sous-especes).

L’isolement reproducteur constitue un critere de spéciation chez les organismes sexuées
parce gu'il soppose souvent aux flux de genes entre les especes végétales étroitement
apparentées.

L’ hybridation afait I’ objet de plusieurs études dans le genre Medicago, soit dans le but de
I’amélioration de I'espece la plus cultivée M. sativa (allogame) en la croisant avec d autres
espéces pérennes ou annuelles en utilisant |” hybridation sexuée, I’ hybridation in vitro (Mc Coy et
Smith, 1986) ou |" hybridation somatique (Tian et Rose, 1999 ; Pupilli et al., 2001 ; Mizukami et
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al., 2006) pour surmonter les barrieres reproductives (incompatibilités) existant entre les espéces
parentales, soit aussi dans le but de la taxonomie dans la détermination des rangs taxonomiques
des taxa intraspécifiques ou interspécifiques morphologiquement tres proches (Ledingham,
1940 ; Simon, 1965; Simon et Milligton, 1967; Lesins et Erac, 1968; Lesins et al., 1971; Singh et
Lesins, 1972; Lesins et Lesins, 1979; Lesins et al., 1980 ; Sangduen et al., 1983 & De Haan et
Barnes, 1998).

Meziani (2002) et Messaoudi (2002) ont pu décrire quelques morphotypes nouveaux pour
Medicago polymorpha, M. minima, M. intertexta et M. ciliaris dans la région de Béaa
Toutefois, dans ces précédentes études, les statuts taxonomiques de ces nouveaux morphotypes
n'ont pas été déterminés. C'est pour combler cette lacune et compléter ces travaux précédents
réalisés dans notre laboratoire que la présente étude a éé entreprise. Il s agit, en utilisant le
critere d’interfertilité (application du concept biologique de I’ espece en réalisant des croisements)
de tenter de mieux préciser les statuts taxonomiques de ces morphotypes tout en nous intéressant
aux modes de transmissions des caractéres « taches sur les folioles » et «type de stipules des
folioles » et tout en analysant les méioses afin de relever les anomalies qui sont en relation avec
I état hybride et celles qui sont dues aux facteurs stressants du milieu.

N. B. Les différentes étapes de la reproduction chez M. intertexta, M. ciliaris et/ou M.
polymorpha ont été observées et photographiées du stade cellules méres des gamétes jusgu’ au
stade formation de I’embryon. Ces observations n’ont pas été incluses dans la partie « Résultats
et discussions » mais insérées directement dans |’ annexe 2 (Fig.37) alafin de ce mémoire.
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1/ Cycles de développement et évolution de I'appareil reproducteur chez les plantes
terrestres

1.1/ Lesdifférents cycles de reproduction

Les végétaux possedent un cycle de dével oppement complexe ou alternent le plus souvent
deux phases, la phase gamétophytique et la phase sporophytique. Au cours de I’évolution, le
cycle nous permet d'illustrer la diversité des modes de vie adoptés par les végétaux. Ainsi les
organismes deviennent de plus en plus compliqués avec une instauration progressive de la
diplophase au détriment de I’ haplophase. Dans ce qui va suivre, nous alons explorer sur des
exemples les différents cycles du développement en alant des algues vertes jusqu’au
Angiospermes en passant par les Bryophytes, Ptéridophytes et Gymnospermes.

1.1.1/ Chez I’algue verte Chlamydomonas

Chlamydomonas est une Chlorophycophyte, de forme unicellulaire biflagellée. La plupart
du temps, |’ adulte reste haploide et se multiplie surtout par voie asexuée. Lors de lareproduction
sexuée, une cellule (Fig. 1, A) subit une série de divisions a I’intérieur de la paroi de la cellule
mere qui devient alors un gamétocyste (Fig. 1, B et C). Selon les especes 8, 16 ou 32 gametes
sont formeés; ils sont morphologiquement identiques a la cellule mére mais de taille beaucoup
plus réduite (Fig. 1, B1 et C1). Généraement, les gamétes ne s unissent que s'ils appartiennent &
des souches différentes de signe (+) et (-). Les gamétes s unissent d’abord par leurs flagelles,
avant de fusionner par dissolution locale de la paroi du pdle antérieur (Fig. 1, D). Il y aans
formation d’ un zygote mobile par 4 flagelles (Fig. 1, E). Apres la chute de ces derniers, le zygote
s entoure d’'une paroi épaisse et ornementée (Fig. 1, F) qui permet a la cellule de résister a des
conditions défavorables. Lorsque les conditions du milieu externe le permettent, la cellule se
divise par méose et donne 4 cellules haploides (Fig. 1, G et H). Le cycle est uniquement
monogeénétique (haplophasique) (Robert et al., 1998).

Cellule meére (n)

Gametocyte (n)

=
Meiose 4 G (n)
/

Zygote
a paroi (n )
F

Zygote mobile (2) Fécondation

Fig. 1: Cycle de reproduction d’un Chlamydomonas isogame (Robert et al., 1998).
2 n et n correspondent aux phases diploide et haploide respectivement.
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1.1.2/ Chez I’algue verte Ulva (laitue de mer)

C est une Chlorophycophyte sous forme de thalle a bord ondulé (Fig. 2, A, B), il s agit
d'une lame verte formée par deux couches cellulaires. La forme haploide présente un
gamétophyte méle et un gamétophyte femelle qui se distinguent lors de la reproduction sexuée.
Le bord vert sombre des gamétophytes femelles subit trois a quatre divisions successives. Ce qui
conduit a laformation de 8 a 16 gametes biflagellés, mobiles, libérés par le gamétocyste femelle
(Fig. 2, Al). Le gamétophyte méle dont la marge est vert jaunétre, subit quatre a cing divisions
successives, ce qui aboutit alors ala formation de 16 a 32 gametes mobiles et biflagellés (Fig. 2,
B1l). Les gamétes femelles sont de taille beaucoup plus grande que les gametes méles. Le
rapprochement des gametes et leur union donne un zygote a quatre flagelles (Fig. 2, C). Ce
zygote, en perdant ses flagelles, se fixe au substrat et donne un nouveau thalle de forme diploide
(sporophyte) (Fig. 2, D). A maturité, les cellules marginales du sporophyte se transforment en
sporocystes (Fig. 2, F) qui donnent naissance, par méiose, a des cellules haploides mobiles par
quatre flagelles (zoospores) et sont plus volumineuses que les gametes (Fig. 2, G). Apres une
courte période de vie libre, les zoospores se fixent au substrat et donnent naissance, soit a des
thalles méles, soit a des thalles femelles. Le cycle de I’ ulve est digénétique et isomorphe haplo-
diplophasique (Robert et al., 1998).
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Fig. 2 : Cycle de reproduction de I’ ulve (Ulva lactuca) (Robert et al., 1998).
2 n et n correspondent aux phases diploide et haploide respectivement.

1.1.3/ Chez la bryophyte Polytric : Potrichum juniperium

Potrichum juniperium est une grande mousse formée de nombreux axes feuillés
chlorophylliens dressés (environ 10 cm de haut), reliés entre eux par des protonémas
filamenteux, fixés au sol par des rhizoides. La plante représente le gamétophyte méle ou femelle
(dioique) (Fig. 3, A).

Lors de lareproduction apparai ssent des bourgeons gamétangiaux, portant des gamétanges,
sur les rameaux veégétatifs ayant terminé leur croissance. Les pieds femelles portent des
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gamétanges femelles (archégones) portant les oospheres immobiles (Fig. 3, B). Les pieds méles
portent les gamétanges males (anthéridies) a I'intérieur desquels se forment les anthérozoides
filiformes et flagellés (Fig. 3, C). Ces anthérozoides libérés des anthéridies nagent dans |’ eau et
s approchent des archégones, attirés par le mucilage des cellules du col qui ont dégénéré (Fig. 3,
D). Les anthérozoides pénétrent jusgu’ au ventre de I’ archégone pour féconder I’ oosphére (Fig. 3,
E). Le zygote (diploide) formeé se dével oppe immeédiatement dans I’ archégone (Fig. 3, E, F). La
partie basale s enfonce dans la tige feuillée (Fig. 3, G), tandis que |la partie supérieure, donne le
sporogone (sporophyte) (Fig. 3, H). Ce dernier est seulement constitué d' une soie et d'une
capsule (sporange) (Fig. 3, I) al’intérieur duquel des cellules vont subir la méose et donneront
des tétraspores haploides qui progressivement s entourent d’ une paroi épaisse et résistante (Fig.
3, J). Ces spores seront dispersées par I'ouverture de I’opercule de la capsule. Lorsque les
conditions d’ humidité et de température sont favorables, |es spores germent et donnent a nouveau
le protonéma haploide (gamétophyte) (Fig. 3, K et L). Le cycle est haplo-diplophasique
digénétigue a gamétophyte dominant (Fig. 3) (Laberche, 1999).
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Fig. 3: Cycle de reproduction de Potrichum juniperium (Laberche, 1999).
2 n et n correspondent aux phases diploide et haploide respectivement.

1.1.4/ Chez la ptéridophytefilicophyte : Polypodium vulgare L.

La fougére est une plante formée de feuilles aériennes découpées (frondes) et d’une tige
souterraine qui porte plusieurs racines; elle représente le sporophyte diploide (Fig. 4, A). A
maturité sur la face inférieure des frondes se différencient les sporanges (forme ovoide et couleur
brunétre) portés par des pédicelles et limités par une couche de cellules (indusie) (Fig. 4, B). Ces
sporanges sont groupeés en sores.

Chaque sporange (Fig. 4, C) contient 64 spores haploides produites par méiose, suivie de 4
mitoses. Ces spores sont trés déshydratées ayant une paroi épaisse et ornementée. Elles sont
libérées dans le milieu par I’ouverture du sporange gréce au fonctionnement d'un anneau
mécanique constitué d’ une file de cellules aux parois épaisses sur trois cotés qui se rétractent par
déshydratation. Lorsque les conditions d’ humidité et de température sont favorables ces spores se
réhydratent puis germent pour donner un prothalle, sous forme de lame cordiforme possédant
quelques rhizoides pour adhérer au sol (Fig. 4, D et E). Les rhizoides emprisonnent une lame
d eau. Sur la face inférieure du prothalle apparaissent les gamétanges : anthéridies et archégones
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(Fig. 4, F et G). Les anthéridies sont de petites spheres disposées a la périphérie du prothalle.
Elles possedent une paroi pluricellulaire qui, a maturité, se déchire et libere des anthérozoides
hélicoidaux flagellés (Fig. 4, H). L’ organisation des archégones ressemble a celle des mousses,
mais le ventre contenant |’ oosphére est intégré au tissu prothallien. Lors de la fécondation, les
anthérozoides flagellés nagent dans I’eau du sol jusqu’a I’archégone pour féconder I’ oosphere
(Fig. 4, 1). Le zygote se développe immeédiatement en une jeune plante sporophytique (Fig. 4, K
et A). Le cycle de la fougére se caractérise par deux générations bien distinctes; il est alors
haplo- diplophasique, digénétique avec dominance de la génération sporophytique (Fig. 4)
(Laberche, 1999).

: L)
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/archégone H anl;hé(ric;ie
n

/
L rhizome
jeune
sporophyte
(2n)

2
L P

fécondation anthérozoide
(n)

Fig. 4 : Cycle de reproduction des Filicophytes Polypodium vulgare L. (Laberche, 1999).
2 n et n correspondent aux phases diploide et haploide respectivement.

1.1.5/ Chez le gymnosper me présper maphyte : Cycas

Les Cycas sont des plantes qui ressemblent aux palmiers. Leur morphologie générae
consiste en un tronc épais, non ramifié recouvert par la base des anciennes feuilles, alors que les
plus jeunes sont disposeées en cercles au sommet (Fig. 5, A). Quand I’arbre est adulte, un ou
plusieurs cones pendent de cette couronne. Des racines ancrent |’arbre au sol. Les appareils
reproducteurs sont des cones pendants portés par des individus différents (dioécie). Le cbne méle
est congtitué par un ensemble de petites feuilles modifiées et emboitées (sporophylles). Elles
portent sur leur face inférieure de tres nombreux sporanges groupés en sores (Fig. 5, B),
contenant des spores provenant de la transformation d’une cellule ayant subi la méiose et se
divisent ensuite plusieurs fois. Ces cellules s entourent d' une paroi épaisse ornementée (Fig. 5,
C) pour constituer le grain de pollen.

L’ appareil reproducteur femelle est congtitué par des feuilles morphologiquement
semblables aux feuilles végétatives mais |égerement plus petites et de couleur brunétre. Elles
portent a leur base deux rangées d’ ovules de grosseur variable (d’un pois a un gros abricot) (Fig.
5, D). Chague ovule comprend de I’ extérieur vers I'intérieur : un tégument composé de trois
couches, dont la centrale est plus dure (Fig. 5, E). Au sommet, ce tégument ménage un puits, le
micropyle. Un tissu périphérique, le nucelle, n’atteignant pas le sommet et ménageant sous le
micropyle une petite cavité, la chambre pollinique. Enfin, un tissu central, |I’endosperme non
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cloisonné (cénocytique) comportant a son sommet un ou deux archégones. C'est un tissu
haploide qui provient de la différenciation d’ une cellule nucellaire (diploide) en subissant la
méiose. Seule une des quatre cellules haploides continue son développement et donne un
gamétophyte qui est enfermé dans le nucelle, les trois autres cellules dégénérent.

Cet endosperme (gamétophyte) porte un ou deux archégones dont le ventre est enfoncé
dans I’ endosperme, alors que les cols, sont tres réduits (4 cellules), dépassent et aboutissent dans
la chambre pollinique (Fig. 5, F). Les grains de pollen sont libérés dans |’ air et la pollinisation se
fait, soit par les insectes, soit par le vent selon les espéeces. Chague grain de pollen tombé au
niveau du micropyle germe et émet un tube pollinique qui atteint la chambre pollinique (Fig. 5,
G). Pendant ce temps, une des trois cellules composant le grain de pollen se divise en donnant
une cellule socle et une cellule spermatogene. Cette derniere se divise encore pour donner deux
volumineux spermatozoides flagellés en hédlice (Fig. 5, G). lls sont libérés dans la partie
supérieure du nucelle et permet aux anthérozoides de nager vers les cols des archégones pour
féconder |’ oosphere. Seulement un zygote se forme par ovule. L’ ovule se détache des feuilles, se
dével oppe aux dépend des réserves accumulées par I’ endosperme avant la fécondation, devenant
une prégraine (Fig. 5, H et 1). Le cycle est constitué de deux générations successives différentes.
Il est aors haplo-diplophasique, digénétique a dominance sporophytique (Laberche, 1999).
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Fig. 5: Cycle dereproduction d un cycas (Laberche, 1999).
2 n et n correspondent aux phases diploide et haploide respectivement.

1.1.6/ Chez les gymnosper mes sper maphytes : les coniferes

Chez les Coniferes (gymnospermes plus évolueées), |’ arbre est |e sporophyte (Fig. 6, A) qui
développe des microsporophylles (écaille du cone méle) et des macrosporophylles (écaille du
cone femelle). Dans le cdne méle, chague sporophylle (écaille) porte deux microsporanges (sacs
polliniques) (Fig. 6, b1) qui produisent par méiose des tétrades de microspores (cellules méres du
pollen). Le noyau haploide d une microspore se divise encore, pour produire une cellule
végétative et deux noyaux reproducteurs formant ainsi le gamétophyte méle ou le grain de pollen
(Fig. 6, b2). Dans le cone femelle (Fig. 6, b), chague macrosporophylle porte deux
macrosporanges (Fig. 6, al et a2). Un macrosporange est formeé d’ une enveloppe entourant une
macrospore (cellule mere de I’ endosperme). La macrospore haploide va se diviser plusieurs fois
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pour produire un macroprothalle pluricdlulaire; gamétophyte femelle ou endospermeou se
formeront deux archégones, contenant des oosphéres (Fig. 6, ad). Les grains de pollen transportés
par le vent se déposent sur I’enveloppe protectrice de I’ovule (tégument) et pénétrent par le
micropyle (Fig. 6, C). Arrivés au nucelle sur lequel ils germent en formant un tube pollinique qui
apporte les deux gamétes non mobiles jusqu’a I’ oosphere que I'un d'eux féconde (Fig. 6, C) le
noyau restant dégénére. Le zygote issu de la fécondation forme un embryon qui se développe
dans I’ ovule sur le sporophyte pour donner une graine ailée (Fig. 6, E). Cette graine germe pour
donner un nouveau sporophyte (Fig. 6, F et A). Le cycle est haplo-diplophasique, digénétique a
dominance sporophytique (Robert et al., 1998 & Spichiger et al., 2002).
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Fig. 6: Cycle de reproduction des Pinophytes (Spichiger et al., 2002).
2 n et n correspondent aux phases diploide et hapl oide respectivement.

1.1.7/ Chez les Angiosper mes

L’ appareil reproducteur des Angiospermes représenté par la fleur, dont les
microsporophylles males représentent les éamines (Fig. 7, A et B) et les macrosporophylles
femelles représentent les carpelles (Fig. 7, A et E). Dans les éamines quatre microsporanges
produisent, par méiose, des tétrades de microspores haploides (Fig. 7, C). Chaque microspore se
divise a son tour pour donner le microgamétophyte méle, formé d’'un noyau végétatif et d'un
noyau spermatogene (Fig. 7, D). Ce dernier se divise encore pour donner deux noyaux
reproducteurs. Dans |’ ovule (macrosporange) (Fig. 7, F), une cellule mére de la macrospore subit
une méose pour donner quatre macrospores haploides, dont trois dégénerent. La macrospore
survivante subit trois mitoses successives pour donner une cellule avec huit noyaux, constituant
le sac embryonnaire (macrogamétophyte) (Fig. 7, G).

Les ovules (Fig. 7, E) sont enfermés dans I’ ovaire, partie inférieure du pistil surmonté du
style portant le stigmate, surface réceptrice des grains de pollen qui sont transportés par le vent,
I’eau ou les animaux. A la surface du stigmate (Fig. 7, D et G) le pollen peut germer pour
développer le tube pollinique qui traverse les tissus du pistil et pénétre dans le micropyle d’un
ovule, il traverse ains le nucelle et finalement décharge dans le sac embryonnaire deux gameétes
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males non mobiles. L'un d eux féconde I’ oosphére d’ou résulte un zygote diploide. Le second
gaméte méle S unit aux noyaux polaires pour former un zygote triploide d’ ou la réalisation de la
double fécondation (Fig. 7, H) pour former un embryon diploide constituant le nouveau
sporophyte et un albumen triploide constituant la source de réserves que |I’embryon va utiliser
lors de la germination de lagraine (Fig. 7, Jet K). Le cycle est haplo-diplophasique, digénétique
a dominance sporophytique (Robert et al., 1998 & Spichiger et al., 2002).
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Fig. 7 : Cycle de reproduction des Angiospermes (Spichiger et al., 2002).

1.2/ Evolution del’appareil reproducteur des Alguesjusqu’aux Angiosper mes

Les Algues vertes unicellulaires, passent quasiment toute leur vie sous forme de
gamétophytes flottant ala surface de |’ eau. Lors de la reproduction sexuée, une série de divisions
mitotiques se déroulent a |’ intérieur de la paroi du gamétophyte, nommeé alors gamétocystes, ou
des gamétes flagellés sont formeés, identiques a la cellule mere, mais de taille beaucoup plus
réduite. Ces gametes sont libérés dans |’ eau, puis se fusionnent pour former un zygote diploide
ornementé, a I'éat libre. Lorsgue les conditions du milieu sont favorables, ce zygote subit
immeédiatement la méiose pour donner |a forme haploide gamétophytique.

Chez les Algues chlorophylliennes thallophytes, le gamétophyte et |e sporophyte sont sous
forme de thalle vivant toujours dans I’ eau, fixé a un substrat. Dans la génération gamétophytique,
des cellules marginales de certains thales se transforment en gamétocystes. A I'intérieur du
gamétocyste femelle, porté sur le pied femelle, la cellule mére subit 3 a 4 divisions mitotiques
pour donner des gametes flagellés libérés par |’ ouverture des gamétocystes. A I'intérieur du
gamétocyste méle, porté par le pied mée, la cellule mere subit 4 a 5 divisions mitotiques pour
donner des gameétes qui seront libérés dans I’ eau. Une fois dans |’ eau les gamétes se déplacent
gréce aleurs flagelles et se rencontrent pour donner un zygote libre ornementé aprés perte de ses
flagelles. Ce zygote se fixe au substrat et se dével oppe en une nouvelle génération sporophytique
diploide. A maturité, quelques cellules marginales se transforment en sporocystes dans lesquels,
par méose, se forment des spores volumineuses flagellées (zoospores) qui seront libérées dans
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I’ eau, par |’ ouverture du sporocyste. Aprés une courte durée de vie libre, ces spores se fixent au
substrat et donnent des thalles méle ou femelle.

Chez ces Algues, on assiste alors a: la séparation des fonctions. végétative et reproductrice
du gamétophyte, et présence de deux générations successives, la génération gamétophytique
productrice de gamétes et la génération sporophytique productrice de spores (Robert et al.,
1998).

Chez les Bryophytes, la génération gamétophytique est plus dominante que la génération
sporophytique, en ayant une morphologie et une durée de vie différente. Lors de la reproduction,
il 'y a apparition de bourgeons gamétangiaux males et femelles portés sur deux pieds
gamétophytiques différents (dioécie) ou sur le méme pied (monoécie). Ces bougeons portant des
gamétanges, formant des appareils reproducteurs gamétophytiques (Fig. 8, a). A I'intérieur du
gamétange méale (anthéridie) se forment des anthérozoides petits et flagellés (Fig. 8, b). A
I"intérieur de gamétange femelle (archégone) il y a formation d’une seule oosphére immobile,
enfermée dans I’ archégone (Fig. 8, b). Les anthérozoides libérés par I’ anthéridie nagent dans le
film d’ eau et pénetrent dans I’ archégone a I’ intérieur duquel le zygote va se former. Ce zygote se
développe immeédiatement en un sporogone (sporophyte) en parasitant le gamétophyte. Sur ce
sporophyte, il y aformation d’un seul sporange (Fig. 8, c et d), al’intérieur duquel se forment les
spores, par mé ose.

Le gamétange et le sporange constituent une nouvelle organisation du gamétocyste et du
sporocyste respectivement, par acquisition d’une paroi pluricellulaire (Fig. 8, b et d) (Robert et
al., 1998, Laberche, 1999 & Guignard, 1989, 1998).
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Fig. 8: Organes reproducteurs des Bryophytes (Guinard, 1989, 1998, Anonyme, 2006).
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Chez les Ptéridophytes, les deux générations apparaissent toutes les deux, mais c'est la

génération sporophytique qui prédomine et possede une durée de vie plus longue que la
génération gamétophytique.

On assiste alors chez les Ptéridophytes a une régression de la dimension végétative du

gamétophyte ainsi que de son appareil reproducteur. Les gamétanges ne sont pas portés sur un
bourgeon gamétangique, mais sont formés a la face inférieure du prothalle (Fig. 9), et le
gamétange femelle est enfonceé dans les tissus prothalliens. Les anthérozoides libérés dans le film
d eau nagent jusgu’'a I’archégone pour féconder I’oosphére. Le zygote qui, au début de son
développement, parasite le gamétophyte et devient autonome par la suite.
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Y. o< prothalles paroi former de 4 L -
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cellules du S & ventre Lo cellules méres des
canalducal T T ) - antherozaides gaméte flagéll
{protection) hélicoidal

, .
coupe d'archegone coupe d'anthéridie

Fig. 9: Gamétange des Ptéridophytes (Laberche, 1999 & anonyme, 2006).

On assiste aussi a une évolution progressive de la génération sporophytique, ainsi que de

son appareil reproducteur par acquisition de plusieurs caractéres reproducteurs, particuliérement:

1-

Difféerenciation sexuelle des ééments males et femelles formés au niveau du
prothalle (gamétophyte): Chez les fougeres, les preles, il y aisosporie, c'est-a-dire que les
spores issues des sporanges sont morphol ogiquement semblables, mais en germant, certaines
spores donnent des prothalles méales porteurs uniquement des anthéridies et certaines spores
donnent des prothalles femelles portant uniquement des archégones. Chez la lignée la plus
évoluée, Sélaginelles, il y a par contre |’hétérosporie; les caractéres males et femelles
apparaissent dés la formation des spores. Ces spores sont aussi issues des gamétanges
morphologiquement différents (hétérosporangie). Les sporanges males (microsporanges)
produisent, par méose, des spores petites et sont tres nombreuses (microspores), les
sporanges femelles (macrosporanges) donnent, par méose, un petit nombre de spores
volumineuses (macrospores). Chez cette lignée, il y a aussi acquisition de I’endoprothallie;
les spores femelles germent dans les macrosporanges, en parasitant le sporophyte, pour
donner un gamétophyte femelle. Lors de la reproduction le zygote se forme al’intérieur du
sporange, mais son développement ne se poursuit qu’en se détachant de la plante mére en
utilisant les réserves du prothalle femelle (qui est toujours chlorophyllien).

2- La spéciaisation des feuilles qui portent les sporanges. Chez les Filicophytes, les feuilles

normales photosynthétisantes (nourrissantes) qui portent sur leurs faces inférieures les
sporanges (Fig. 10, a et c), sont dites tropho-sporophylles (Fig. 10, @); il n’y a pas séparation
de fonctions nourriciére et reproductrice. Chez les lignées les plus évoluées, il y a séparation

11
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des fonctions; les gamétanges sont portés sur des feuilles modifiées (sporangiféres =
sporophylles). Ces feuilles se regroupent et forment des épis spéecialises (Fig. 10, b); les
microsporangiferes portent les microsporanges et les macrosporangiferes portent les
macrosporanges (Robert et al., 1998; Guignard, 1998 ; Laberche, 1999 & Spichiger et al.,
2002).
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a coupe longitudinale d'un porang coupe dun sparange
epi fertile d'une Selaginelle C

d
Fig. 10: Les sporophylles et sporanges des Ptéridophytes (Guignard, 1998 & Laberche, 1999).

Les préspermaphytes représentés actuellement par quelques plantes reliques, le Ginkgo,
les Cycas et leurs alliés, forment un embranchement intermédiaire entre les Ptéridophytes et les
Spermaphytes. Chez cet embranchement, il y a une trés forte prédominance du sporophyte, avec
apparition d un appareil reproducteur plus évolué que celui des ptéridophytes par acquisition
définitive de I’ hétérosporie (micro- macrospore), de I hétérosporangie (micro- macrosporange) et
de I’endoprothallie (les gamétophytes se forment a I'intérieur des sporanges et parasitent le
sporophyte). Ces acquisitions sont suivies aussi de la spécialisation des feuilles sporangiferes en
sporophylles, les microspores appelées désormais étamines et macrosporophylles dénommées
écailles ovuliféres. Ces transformations de feuilles sont plus marquées chez les Ginkgoales que
chez les Cycadales (Fig. 11). Les microspores et |les macrospores forment une nouvelle structure,
cone méae et cone femelle respectivement, devenant les sieges des gamétophytes (Favre-
Duchartre, 1970 & Guignard, 1989, 1998).
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Fig. 11 : Organes reproducteurs des Préspermaphytes : Cycas (a et b) et Ginkgo (c, d, e et f) (Guinard,
1998, Laberche, 1999 & anonyme, 2006).
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Dans le cone femelle, il y a une nouvelle organisation de I’ organe femelle, I’ovule, ou
sindividualise le gamétophyte femelle. L’ovule (Fig. 12, @) est formé de I’ extérieur vers
I"intérieur : de tégument, feuilles ou écailles soudées pour former une enveloppe protectrice qui
délimite au sommet de I’ovule un orifice étroit, le micropyle; un macrosporange représente le
nucelle et d un gamétophyte femelle (= endosperme), il est issu de la méiose d’ une seule cellule
(macrospore) et a partir d’une cellule mere du nucelle (gamétange). Le macrogamétophyte
chlorophyllien est formé d’un ou de deux archégones dont le col est tres réduit (Fig. 12, b). A
maturité, les ovules fécondés ou non tombent a terre et se développent. Ils sont chargés de
réserves, qui vont servir a nourrir le jeune embryon au début de son développement, ainsi |’ ovule
constitue un nouvel organe de dissémination (Favre- Duchartre, 1970 ; Robert et al., 1998;
Guignard, 1998 ; Laberche, 1999 & Spichiger et al., 2002).

chambre pollinique
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Fig. 12 : ovule et organes gamétophytiques des préspermaphytes (Favre- Duchartre, 1970; Robert
et al., 1998; Guinard, 1998).

Dans le cone male, les microsporanges sont portés par les sporophylles (étamines) sous
forme de sores chez les Cycadales, et sous forme de deux sacs allongés chez les Ginkgoales. Les
microspores, issues de méoses, germent in situ pour former un gamétophyte al’ état de prothalle
miniature inclus al’intérieur de la paroi de la microspore, constituant ainsi une nouvelle structure
sous forme de grain de pollen portant 3 cellules chez les Cycadales (Fig. 13, a), et de 4 cellules
chez les Ginkgoaes (Fig. 13, b). Cette nouvelle structure constitue un éément important de
dissémination, appel ée pollinisation.

Les grains de pollen dispersés par le vent, arrivent a la surface des ovules et sont retenus
par une sécrétion suintant du micropyle, qui leur permet de sintroduire sous le tégument de
I”ovule puis germe au contact du nucelle pour donner un tube pollinique et déversent ensuite
deux anthérozoides flagellés qui nagent dans le liquide de la chambre pollinique, puis pénétrent
par le col de I’archégone pour féconder |I'oosphére. La fécondation est toujours archaique
puisqu’ elle nécessite toujours laprésence del’eau (nucelle liquéfié) (Fig. 12, a).

Lorsgque I’ ovule tombe a terre, le zygote issu de la fécondation se développe en embryon,
puis donne un nouveau sporophyte en utilisant les réserves accumulées par |le gamétophyte, dés
gue les conditions du milieu sont favorables (Favre- Duchartre, 1970; Robert et al., 1998;
Guignard, 1998; Laberche, 1999 & Spichiger et al., 2002).
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cellule basale .
cellules sterilles

oY microspore ™,
S e, -|
% Ny P regfugu?:triceé

—
cellule vegetative
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Fig. 13: Grains de pollen des Préspermaphytes (Laberche, 1999 & anonyme, 2006).

Les Spermaphytes sont les végétaux les plus perfectionnés du regne végétal, ce sont des
plantes & graines. Les spermaphytes se distinguent essentiellement des Préspermaphytes par :

La production de la graine, la fécondation se réaise par I'intermédiaire d un tube
pollinique formé par le grain de pollen, indépendamment de I'éément liquide, et par la
transformation de I’ ovule en graine sur la plante mére.

Chez les Gymnospermes les plus évolueés, les cones sont beaucoup plus petits que ceux des
Préspermaphytes, et peuvent étre portés sur un méme sporophyte (monoécie) ou sur deux
individus différents (dioiécie). Le cone male est formé de plusieurs écailles (microsporophylles)
(Fig. 14, a), et chague écaille porte deux sacs polliniques (Fig. 14, b), a I’intérieur desquels se
forment les grains de pollens constitués de deux cellules prothalliennes, une cellule végétative et
une cellule reproductrice qui va produire uniquement deux anthérozoides non flagellés
(spermatozoides).

Dans le cone femélle (Fig. 14, €), chague écaille porte a sa base deux ovules. L’ ovule des
Gymnospermes les plus évolués ne présentent pas de liquide pollinique dans la chambre
pollinique, le gamétophyte est plus réduit par rapport a celui des préspermaphytes (Fig. 14, g).
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Fig. 14 : Organes reproducteurs des Gymnospermes évolués (Robert et al., 1998; Guinard, 1998 &
Laberche, 1999).
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Le cycle de développement des Gymnospermes, avec une trés forte prédominance du
sporophyte, se caractérise par deux principales acquisitions:

L’ ovule ne tombe pas a terre, mais reste sur la plante feuillée (I’endoprothallie). L’ ovule
fécondé demeure en place jusqu’'a la formation de I’embryon. Les réserves nécessaires a la
croissance de |I’embryon sont fournies par la plante sur laquelle il vit en parasite. L’ ovule portant
I”embryon se détache de la plante et va assurer |a dissémination de la plante par laformation d’un
nouvel organe, la graine, faisant parti du cycle vital. La graine se détache avant d étre
disséminée, |I’embryon se trouve dans un éat de vie ralentie qui ne germe gu’ aprés une certaine
période de repos, méme s les conditions du milieu sont favorables. La graine congtitue le
premier apport des Gymnospermes a |’évolution, le second est d’avoir rendu la fécondation
indépendante de la présence de I’ eau (Pesson et Louveaux, 1984; Robert et al., 1998; Guignard,
1998 ; Laberche, 1999 & Spichiger et al., 2002).

Les Clamydospermes, groupe intermédiaire entre les Gymnospermes et les Angiospermes,
se caractérisent par une enveloppe bractéenne homologue des fleurs protégeant les organes
reproducteurs.

Enfin, chez les Angiospermes, les organes reproducteurs ovules et sacs polliniques sont
plusisolés du milieu extérieur par une acquisition de couches pluricellulaires (Fig. 15, a, c).
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Fig. 15: Sporanges et gamétophytes des Angiospermes (Robert et al., 1998 & Laberche, 1999).

Dans |’ ovule, le gamétophyte est encore plus réduit, formant un sac embryonnaire (Fig. 15,
b) formé de 8 noyaux. Dans le sac pollinique, ou les grains de pollen formés sont réduits a deux
cellules (Fig. 15, d). Les sporophylles porteuses des organes reproducteurs se groupent en fleurs
bisexuées (étamines et carpelles) qui sont entourées encore par des sporophylles stériles a role
protecteur (pétales et sépales). Lors de la reproduction, un des deux spermatozoides va féconder
I’ oosphére pour former |’embryon, et le second se fusionne avec les deux noyaux polaires du sac
embryonnaire pour former le fruit par la transformation des carpelles en fruits aprés la
fécondation (Pesson et Louveaux, 1984; Robert et al., 1998; Guignard, 1998; Laberche, 1999 &
Spichiger et al., 2002). Le Tableaul donne les différents caracteres reproducteurs et des
homol ogies chez les plantes.
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Tab. 1: Tableau récapitulatif des caractéresreproducteurs et des homologies chez les plantes (Spichiger et al., 2002). M odifiés.

Sporophyte (2n) Sporophylle (2n) Sporange (2n) Spore (n) Gamétophyte (n) Gamétange (n)
Chlamydomonas | / / / / cellule gameétocyte
Ulve thalle / sporocyte | sospore thalle gameétocyte
, , Protonéma et plante Anthéridies (m)
M ousses Soie et capsule virtuelle Capsule | sospore o i
feuillée et archégones (f)
Fougé Plante feuillée Fronde Sporange | sospore Prothalle Antheridies (m)
ougéres i
Hg 2 h hermaphrodite et archégones (f)
. . Sur les épis Anthéridies (m)
Préles Plante feuillée . Sporange | sospore Prothalle (m) et (f) 3
sporangiferes et archégones (f)
Microsporophylle
o . CroSporopTy Microsporange (m) et | Microspore (m) 1 anthéridie (m)
Sélaginelles Plante feuillée (m) et Prothalles (m) et (f) 3
macrosporange (f) et macrospore (f) et archégones (f)
macrosporophylle (f)
Grain de pollen uninucléé | Grain de pollen 1 anthéridie (m
Arbres (m) et (f) | Ecaille (m) Microsporange (m) P u nd ) .. P idie ( ,)
Cycas . _ . (m) et cellule mére trinucléé (m) et Et 2 ou + archégones
(dioique) Ecaille ovulifere (f) Ovule (f)
de I’endosperme (f) endosperme (f) ()]
Grain de pollen uninucléé | Grain de pollen
, Arbres (m) et (f) | Filet deléamine (m) | Sacs pollinigues (m) poflen Lnind , P 1 anthéridie (m)
Ginkgos . (m) et cellule mére tétranucléé (m) et i
(dioique) et porte-ovule (f) et ovule (f) et 2 archégones (f)
de I’endosperme (f) endosperme (f)
Grain de pollen uninucléé | Grain depollen a
n » Ecaille staminale (m) | Sacs polliniques (m) poflen Lnind rancep 1 anthéridie (m)
Coniféres Arbres dioiques L L (m) et cellule mére trinucléé (m) et i
et écaille ovulifére (f) | et ovule (f) et 2 archégones (f)
de I’endosperme (f) endosperme (f)
Plantes . . .. | Graindepollen
. . . Grain de pollen uninucléé . .
, hermaphrodites, | Etamine (m) et Sacs polliniques (M) . binucléé (m) et sac ,
Angiosper mes . (m) et cellule mére du sac _ virtuel
monoiques ou carpelle (m) et ovule (f) _ embryonnaire
. embryonnaire (f) e
dioiques ahuit noyaux (f)

(n=haploide ; 2n = diploide; m=méle; f = femelle)
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1.3/ Rapped sur lesorganesreproducteurs: lafleur

Lafleur est I'appareil reproducteur des Angiospermes. Sa structure est étroitement liée ala
pollinisation. Son évolution va en direction de la fixation et de la réduction du nombre de pieces
florales vers la soudure et la miniaturisation. Ce dernier cas est associé au regroupement en
inflorescences.

1.3.1/ Organisation schématique d’une fleur

Lafleur (Fig. 16) est constituée de quatre types de pieces florales, insérés sur le réceptacle :

- Le calice ou ensemble des sépales qui par son origine est souvent proche du point de vue
morphologique des pieces foliaires,

- La corolle ou ensemble des pétales qui constitue |’ appareil d affichage, essentielle dans le
repérage des fleurs par les vecteurs biotiques de la pollinisation;

- L’androcée ou appareil méle qui est constitué d’une ou plusieurs étamines. Chaque éamine
comprend deux parties, lefilet et I’anthére qui a maturité contient les grains de pollen;

- Le gynécée ou appareil femelle, constitué d’un ou plusieurs carpelles et formé de trois parties,
I’ovaire, le style et le stigmate. Chague carpelle renferme un ou plusieurs ovules.

Diagramme floral
55+ 5p+5E+5+3cC

Coupe longitudinale

A_Srellaria holostea (Caryophyllaceae )

Fig. 16 : Représentation schématique conventionnelle d' une fleur réguliére ou actinomorphe par une
coupe longitudinale, et un diagramme florale : cas de la Stellaire (Stellaria Holostea oryophyllaceae)
(Pesson et Louveaux, 1984).

1.3.2/ Gamétogenese chez les Angiosper mes

La méiose et la fécondation constituent des ééments fondamentaux dans le cycle du
développement au cours desgquels un brassage de genes s effectue par I'intermédiaire de la
génération sporophytique diploide qui produit des spores haploides (microspores et
macrospores), et la génération gamétophytique haploide pour la formation des gametes qui seront
préts alafécondation.
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1.3.2.1/ Méiose et microgamétogenese

Lors de la formation de |'éamine dans le bouton floral, quatre sillons délimitent
précocement quatre territoires pour former les sacs polliniques. A I'intérieur de chague sac
pollinique se différencient des cellules archésporiales (2n) qui, en se divisant, donnent deux types
de cellules: des cellules pariétales qui seront al’ origine de |’ assise mécanique sous épidermique,
d une ou plusieurs assises transitoires et de cellules sécrétrices aréle nutritif (le tapis staminal).
Des cellules sporogéenes qui, par mitose, vont permettre la formation d’un massif de cellules plus
volumineuses constituant |es microsporocytes (cellules méres du pollen) (Fig. 17, A).

Chague microsporocyte entre en méose qui donne a la premiére division deux cellules
haploides (Fig. 17, B) et ala deuxieme division quatre microspores haploides, en subissant une
cytokinese (Fig. 17, C). Apres la méiose, chague microspore entre en division mitotique des
chromosomes sans division du cytoplasme (caryocinese ). Le premier produit de la caryocinése
est une cellule contenant deux noyaux haploides identiques (Fig. 17, D). C'est a ce stade que les
grains de pollen (microgamétophytes) sont habituellement libérés. Apres germination du tube
pollinique, un de ces noyaux devient un noyau germinatif et subit encore une mitose sans
cytokinese (caryocinese 1) pour donner deux noyaux spermatiques. Celui qui n'a pas subi de
division devient un noyau vegétatif (Fig. 17, E) (Robert et al., 1998 & Elrord et Stansfield, 2003).

&Y

Microsporocyte

Meéiose I

Noyau
reproducteur
Noyau
végdtatif
Caryocinese I1
Grains de pollen
Noyaux
spermatiques
Noyau
T végétatif

Fig. 17 : Schéma représentant les différentes étapes de la microgamétogenese (Elrord et Stansfield, 2003).
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1.3.2.2/ Méose et macr ogamétogenese

Un bourgeonnement de la surface interne de I’ovaire est a I’origine de |’ovule ou une
cellule du nucelle (archésporiale) plus volumineuse que les autres, constitue le macrosporocyte
cellule mere des mégaspores (Fig. 18, A).

Lors de laméiose, le mégasporocyte (Fig. 18, A) donne ala premiére division deux cellules
haploides (Fig. 18, B), et a la deuxiéme division quatre mégaspores haploides linéaires (Fig. 18,
C). Aprés laméiose, trois mégaspores dégenerent (Fig. 18, D), par contre la quatrieme subit trois
divisions mitotiques successives des chromosomes sans cytokinese (caryocinese) (Fig. 18, E, F et
G), et donne un syncytium a huit noyaux haploides qui est le sac embryonnaire. Trois noyaux du
sac embryonnaire se regroupent du cété du micropyle, dont deux se dégénerent (synergides) et le
troisieme se développe en oosphére. Un autre groupe de noyaux migre vers |’ extrémité opposée
du sac ou ils dégénérent (antipodes). Les deux noyaux restants (noyaux polaires) s unissent au
centre pour donner un noyau de fusion diploide, ou il est prét a la fécondation (Fig. 18, H)

(Robert et al., 1998 & Elrord et Stansfield, 2003).
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Fig. 18 : Schéma représentant les différentes étapes de la macrogamétogenese (Elrord et Stansfield, 2003).
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1.3.2.3/ Anomaliesdela méiose

1.3.2.3.1/ La ségrégation chromosomiqueirréguliére

Elle est caractérisée par la migration précoce des chromosomes vers les pbles pendant la
métaphase et des chromosomes retardataires pendant I’ anaphase. Ces anomalies peuvent mener a
la formation de micronoyaux, qui sont dus a la présence de chromosomes univalents pendant la
diakinese ou en métaphase, a partir des chiasmes incomplets (terminaison précoce de chiasme),
ou par la présence de géenes désynaptiques et asynaptiques durant la prophase |. Cette ségrégation
irréguliére se manifeste chez les hybrides. (Pagliarini, 2000 & Mendes-Bonato et al., 2001).

1.3.2.3.2/ Laviscosité des chromosomes

Cette anomalie peut étre présente dans toutes les phases du cycle cdlulaire, et méme le
nombre de chromosomes impliqués dans la viscosité est variable. Elle est induite par des facteurs
génétiques et environnementaux. Lorsgue cette anomalie se produit elle conduit toujours a
dégénérescence du noyau (pycnose) par une restriction extréme irréversible des chromosomes,
puis la mort de la cellule (Bione et al., 2000 ; Mendes-Bonato et al., 2001 & Sheidai et Fadasl,
2005).

1.3.2.3.3/ Lacytomixie

C'est un transfert de chromosomes d’'une cellule a une autre, a travers des connections
cytoplasmiques, dont I’ origine n’est pas encore claire. Des conditions environnementales et des
facteurs génétiques, non éucidés, peuvent induire cette anomalie (Love, 1938; Bass et al.,
2003). La cytomixie joue un réle secondaire dans I’ évolution qui est al’ origine des aneuploidies
et des polyploidies (Pagliarini, 2000). Elle a été trouvée chez plusieurs plantes, Brassica napsus
et B. campestris (Souza et Pagliarini, 1997), dans e genre Glycine (Bione et al., 2000), Medicago
sativa (Bellucci et al., 2003) et dans le genre Bromus (Sheidai & Fadaei, 2005).

1.3.2.3.4/ Laformation de syncyte

Il sagit d’une fusion de deux ou plusieurs cellules qui se trouvent généralement dans la
méme phase de la méose (Mendes-Bonato et al., 2001). Le syncyte peut se former soit par
suppression dans la formation de la paroi lors de la mitose préméotique, soit par fusion de
cellules meres polliniques (CMP), provoquée par la dissolution de la paroi céllulaire pendant la
prophase de laméiose (Mendes-Bonato et al., 2001& Mendes-Bonato et al., 2006).
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1.4/ Lesmodes de reproduction chez les plantes

Les modes de reproduction chez les plantes sont de deux types, a savoir la reproduction
asexuée et la reproduction sexuée.

1.4.1/ Lareproduction asexuée

Cest une multiplication sans fusion des gametes méles et femelles. La reproduction
asexuée peut se produire, soit par les parties végétatives de la plante (Rhizomes, bulbes,
tubercules), soit par I’embryon végétatif (I’apomixie). L’ apomixie a été observée en 1841 par J.
Smith qui a constaté que des graines pouvaient se former sans fécondation sur une plante
d Alchornea ilicifolia Mull., une Euphorbiacée dioique. L'apomixie peut donc aboutir a la
formation d’une graine ou la méose peut étre interrompue ou absente et ainsi la formation d’ un
embryon autonome (Bhat et al., 2005). Il existe deux types d’ apomixie :

1.4.1.1/ L’ apomexie gamétophytique

Dans ce type d’ apomixie, les sacs embryonnaires sont produits a partir des cellules méres
non réduites. La cellule ceuf se développe en embryon parthénocarpique (Kumlehn et al., 2001 &
Grimanelli et al., 2003 ; Bhat et al., 2005 ). Les apomixies gamétophytiques peuvent étre
obligatoires ou facultatives et on en distingue deux catégories :

1.4.1.1.2/ Ladiplosporie

L’ embryon peut provenir du développement d’ une cellule mere de macrospore n’ ayant pas
subi la réduction chromosomique tandis que, |I’endosperme se développe de facon autonome
(sans fécondation) a partir des noyaux polaires non réduits avec le gaméte méale réduit.

1.4.1.1.2/ L’ aposporie

Dans ce cas, I’embryon se développe a partir des cellules nucellaires dans |’ovule, ou
plusieurs cellules de nucelle subissent le développement aposporique, mais seulement I'une
delles conduira au sac embryonnaire mdr. Cette aposporie n'est lancée qu aprés la
différenciation des cellules meres de la mégaspore (CMM). La mégaspore se dégénere et le sac
aposporique d’ embryon se trouve a coté de I’ extrémité micropylaire de I’ovule. L’embryon se
dével oppe par parthénogenese, a partir de I’ ceuf non réduit, mais la pollinisation et la fécondation
sont exigées pour le développement de I’ endosperme (phénomene de pseudogamie) (Bhat et al.,
2005).

1.4.1.2/ L’ apomixie sporophytique (ou I’embryon adventif)

Il résulte de différentes cellules de deux tissus du nucelle ou intertéguments (Bhat et al.,
2005). 1l se produit avec lareproduction sexuée et en résulte ainsi des polyembryonies, comme il
a été montré par De Sousa (2001) chez Manihot esculenta.
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L’ apomixie joue un réle important dans I’ évolution par transfert de génes apomictiques et
mene al’ entretien des hybrides interspécifiques stériles, comme dans |e cas de Manihot esculenta
croise avec deux especes sauvages du Manihot (Nassar, 2002) ou I’apomixie a joué un role
important dans la spéciation lors de son évolution, et en permet par la pérennité des hybrides
stériles. Elle est tres utilisée en agriculture pour ces caractéres indépendants, car elle représente
un outil énorme dans I’amélioration des méthodes de multiplication soit conventionnelles,
comme dans le cas de; Manihot esculenta (Nassar, 2002) et Pennisetum squamulatum (Akiyama
et al., 2004) soit non conventionnelles comme le cas des aubergines (Acciarri et al., 2002).

1.4.2/ Lareproduction sexuée

C’est une multiplication qui nécessite la fusion des deux gamétes méle et femelle, pour
maintenir la variabilité a I'intérieur de I’espece par des recombinaisons genétiques qui se
produisent lors de lamé ose et de lafécondation. (Pesson et Louveaux, 1984 & Zryd, 1988). Afin
d assurer cette variabilité ainsi que I’ adaptation aux conditions de I’ environnement, les plantes
ont adopté plusieurs stratégies::

1.4.2.1/ Lesstratégiesliées au mécanisme de pollinisation

Le transfert du pollen et son dépdt sur le stigmate s appellent pollinisation. Chez les
angiospermes, elle se déroule le plus souvent quand I’ ovule est pourvu, a maturité, de pollen, ce
qui n’est pas le cas chez toutes les plantes a ovules (Gorenflot, 1997) et on distingue deux types
de pollinisation :

1.4.2.1.1/ L’ autogamie

Elle s effectue al’intérieur d’une méme fleur ou bien entre fleurs de la méme plante. |1
existe des fleurs cléistogames, ou la pollinisation s accomplie dans chague bouton florale, sans
que la fleur s'ouvre, et des fleurs chasmogames (le cas le plus répandu) ce sont les fleurs qui
S épanouissent, soit pour les hermaphrodites, ou les especes monoiques, entre fleurs de sexes
différents de la méme plante. La cléistogamie peut avoir des bases génétiques. Cependant, la
température, la photopériode et les facteurs trophiques et hormonaux semblent jouer un réle
important. Chez Laminum amplexicaule, les fleurs cléistogames produites par la plante en
automne présentent trois fois moins de pollen que les fleurs chasmogames formées au printemps,
alors que le nombre d’ ovules produits est constant dans les deux cas (Gorenflot, 1997).

1.4.2.1.2/ L’ allogamie

Dans ce monde, le transfert du pollen s effectue entre les individus appartenant ala méme
espéece. Ce transfert est assuré par des agents pollinisateurs liés a des adaptations de la fleur et on
distingue :

- La pollinisation anémophile est assurée par le vent. Elle est tres fréquente chez les
Gymnospermes et les Angiospermes, et est considérée comme une acquisition secondaire liée

22



1/ Partie théorique

a I’absence d'animaux pollinisateurs dans certaines zones climatiques. L’ efficacité de la
pollinisation par le vent est liée a plusieurs parametres, dont la |égereté des pollens et leur
collecte par I'adaptation des surfaces stigmatiques réceptrices (e.g. stigmate plumeux et
munis de nombreux trichomes chez les Graminées).

- La pollinisation zoophile est assurée involontairement par les animaux, en particulier les
insectes (entomogamie) qui recherchent un abri, de la nourriture (nectar, pollen) ou un
partenaire. Cette stratégie de pollinisation est en relation avec un péianthe coloré, une
production de molécules odorantes et de pollen riche en réserves.

- La pollinisation par I’eau est relativement rare, elle est limitée a certaines Angiospermes
aquatiques immergeées (e.g. les zostéres marines et les myriophylles d’ eau douce), dont les
pollens dépourvus d’ exine ont une paroi plus hydrophile (Judd et al., 2002).

14.2.1.2.1/ Lesfacteursfavorisant I’allopollinisation (Robert et al., 1998)

1.4.2.1.2.1.1/ Lesfacteurs mor pho-anatomiques (la sépar ation des sexes dans |’ espace)

Environ 75% des Angiospermes sont hermaphrodites (les fleurs sont bisexuées), 10% sont
monoiques (les fleurs sont unisexuées), mais I’individu porte les deux types de fleurs (e.g. de
Fagacées). 4% des genres seulement sont dioiques, les sexes sont séparés dans |’ espace et sont
portés par des individus différents (e.g. asperge, ortie, peuplier). La dioicie impose une
fécondation croisée et représente un premier obstacle efficace al’ autogamie.

1.4.2.1.2.1.2/ Lesfacteursphysiologiques: séparation des sexes dansle temps (dichogamie)

Les organes sexués n'arrivent pas simultanément a maturité, soit par protandrie, ou le
pollen est libéré, aors que le stigmate du pistil est immature, soit par protogynie, ou le stigmate
de la fleur est réceptif, alors que les éamines ne sont pas en maturité (e.g. de Poacées,
Brassicacées).

1.4.2.1.2.1.3/ Lesfacteurs génétiques
e L’incompatibilité

Le stigmate peut capter des grains de pollen de provenances diverses. Cependant, d’une
maniére générale seuls les grains de pollen émis par les fleurs de la méme espece qui seront
germes, ils sont dits alors compatibles. Les autres grains étrangers ne germent pas, a cause de
I”incompatibilité interspécifique.

L’ auto-incompatibilité est I'incapacité d'une plante a produire un zygote apres
autopollinisation. Elle met en jeu des processus de reconnaissance entre pollen et pistil, qui peut
étre une inhibition stigmatique, stylaire et ovarienne. Les bases génétiques de |’ auto-
incompatibilité reposent sur deux types d interactions entre le pollen et le sporophyte femelle
(ovaire) : I'incompatibilité gamétophytique est déterminée par le génotype du pollen haploide,
sous le contrdle d'un locus "s' (self incompatibilité) multiallélique. L’incompatibilité

23



1/ Partie théorique

sporophytique est déterminée par le génotype du parent diploide du pollen, sous le contrdle de
deux genes"'s' multialléliques (Lord et Russell, 2002) (Fig.19).

St: Stigmate

S Style

O: Ovaire

Ov: ovule

PT : Tube Pollinique
PG : Grain de Pollen

Fig. 19: Schéma montrant les différentes parties du pistil Chez Lisd aprés Lord et Russell, 2002.

o Ladtérilitéméle
La stérilité méle se caractérise par les grains de pollens non fonctionnels avec des gametes
femelles fonctionnels. Deux types de stérilité peuvent exister, ils consistent en:

- Lastérilité male génique
C’ est une stérilité de type mendélienne, régulée par les génes nucléaires mutés. Elle peut
étre d’origine sporophytique ou la plupart des formes mutantes sont homozygotes récessives
"ms/ms’, ou d origine gamétophytique ou le géne "ms" ne s exprime pas compléement en F;.
Ces génes peuvent s exprimer par |’ absence de formation des anthéres, |’ avortement du pollen
(antheres vides) et non déhiscence de I’ éamine, comme ils peuvent réduire la fertilité femelle et

affecter d’ autres fonctions comme le métabolisme des hormones et |a biosynthese des molécules
complexes des lipides (Robert et al., 1998 & Budar et Pelletier, 2001).

- Lastérilité male cytoplasmique

Ce mode de stérilité est transmis selon une hérédité de type cytoplasmique, elle est alors
totalement transmise a la descendance par le cytoplasme de la plante mere et elle est contrélée
par des genes mitochondriaux. Ces génes peuvent S exprimer I’ avortement des spores au cours de
leur formation ou pendant e déroulement de la gamétogénése, sans affecter les organes femelles
(Budar et Pelletier, 2001 ; Linke et Borner, 2005 & Duroc et al., 2005).

Contrairement ala stérilité méale genique, la stérilité méale cytoplasmique peut étre restaurée
par I’ existence de I’ interaction mitochondrie-noyau par des genes restaurateurs localisés dans le
noyau, nommé systeme "MS/ RF". Les genes restaurateurs de fertilité "RF" ont la capacité de
supprimer le phénotype méles- stériles et par conséquent de restituer la production du pollen aux
plantes portant les génomes mitochondriaux délétere (Pesson et Louveaux, 1984; Budar et
Pelletier, 2001 & Linke et Borner, 2005). Ces systemes de restauration de lafertilité pollinique se
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trouvent généralement dans les populations gynodioiques et peuvent étre fixés dans ces
populations qui redeviennent, par conségquent hermaphrodites (Budar et Pelletier, 2001).

- L’intéré delastérilité male
Dans la création de variétés hybrides le systéeme MS/RF est trés utile puisqu’il permet de
produire des pieds méales stériles évitant ainsi les castrations manuelles dans les croisements a
pollinisations contrélées (Pesson et Louveaux, 1984 & Budar et Pelletier, 2001). La stérilité
maéle a déja trouvé une trés large application dans I’ obtention de semences hybrides du mais, et il
en est de méme pour le sorgho, la betterave sucriére, le blé pour respectivement 90%, 60% et
85% des surfaces cultiveées, aux Etat-Unis (1984). Elle est étendue a la plupart des productions

agricoles pour la production de variétés hybrides chez le mais, le riz, le tournesol, le colza et
plusieurs [égumes (Pesson et Louveaux, 1984).

1.4.2.2/ Les stratégies liées au mécanisme de fécondation

La fécondation chez les plantes a fleurs peut étre comprise comme la succession de deux
phases, dans |’ espace et dans le temps :

e Laphase progamique

C’est la phase d'interaction du gamétophyte méale et le sporophyte femelle. Elle comprend
quatre étapes a savoir |’ hydratation, la germination du pollen, la pénétration du tube dans le style
et sa croissance. Lorsque le grain de pollen se dépose sur le stigmate, il s hydrate au contact des
papilles stigmatiques par la différence du potentiel hydrique qui induit un mouvement d’ eau des
tissus stigmatiques a travers les pores du pollen. Le grain alors, émet un tube par I’ un des pores.
Pour que le tube pollinique pénétre dans le style, il suit soit le canal du style qui est tapisse de
cellules papilleuses couvertes de mucilage dans les styles ouverts, soit il passe entre les cellules
du tissu de conduction, dans la lamelle moyenne, dont les composés pectiques sont solubilisés
par des enzymes (pectinases). Ces derniéres sont secrétées par |’ extrémité du tube pollinique. La
croissance du gamétophyte méale dépend des tissus du pistil, et il est toujours orienté vers le sac
embryonnaire (Lord et Russell, 2002).

e Laphase syngamique

Elle recouvre tous les phénomeénes qui se déroulent au niveau du sac embryonnaire au
moment de I'arrivée du tube pollinique. Arrivé a I’ovule, généraement, il pénetre par le
micropyle (acrogamie) ou exceptionnellement par la chalaze (Chalazogamie) et il s'alonge
jusqu’au sac embryonnaire, ou la double fécondation se réalise (Pesson et Louveaux, 1984 &
Zryd, 1988).
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1.5/ Le déterminisme du sexe chez les Angiosper mes

Chez les Angiospermes environ 70% des genres sont des hermaphrodites, ou les deux sexes
méale et femelle sont portés par le méme individu. Environ 4% des genres répartis chez les trois
quarts des familles éudiées sont totalement dioiques : les deux sexes méle et femelle sont portés
par des individus différents. Mais, méme si les deux sexes coexistent sur un méme individu,
celui-ci peut fonctionner physiologiquement comme méle ou femelle au cours du temps, qui se
traduit par la protandrie ou la protogynie. Les différents types de répartition des sexes et leur
distribution chez les plantes a fleurs sont présentés respectivement dansles Tab.2 et Tab.3.

Tab. 2: Principaux cas de répartition des sexes existant chez les Angiosper mes (Robert et al., 1998).

Especes monomor phiques

Espéces polymor phiques

Hermaphrodisme @ : éamine et carpelle sur la
méme fleur

Monoécie: éamine et carpelle sur un méme pied
mai s dans des fleurs séparées.

Andromonoeéciee: erursg?et fleurs & sur un méme
pied mais dans des fleurs separées

Gynomonoécie: fleurs @et fleurs @ sur un méme
pied mais dans des fleurs séparées.

Polygamie: fleurs @, fleurs Q@ et fleurs & sur un
méme pied mais sur des fleurs séparées.

Dioécie: fleurs & et @ sur des pieds différents
Androdioécie: fleurs & et fleurs & sur des

pieds différents

Gynodioécie: fleurs & et fleurs @ sur des
pieds different

Trioécie: fleurs &, fleurs & et fleurs Q sur des
pieds différents.

Tab. 3: Pourcentages des genres et des espéces appartenant aux principaux types de sexualité
sporophytique (réalisés sur prés de 10 000 genres, 2 000 de mono- et 8 000 de dicotylédones
soit environ 125000 especes) d’'apreés les travaux de Yampolsky et Yampolsky, 1922 in

Robert et al., 1998).

M onocotylédones Dicotylédones
Type sexuel N N
Genres Especes Genres especes
Monomorphique
e Hermaphrodite 74 73 73 71
e Monoécie 14 10 7 4
e Autres cas (andromonoécies, 6 7 8 7
gynomonoecies, polygamie)
Polymorphique
e Dioécie 4 3 6 4
e Autres cas (androdioécie, 2 7 1 14
gynodioécie, trioécie)
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1.5.1/ Les facteurs complémentaires du déterminisme du sexe (Pesson et Louveaux, 1984,
Robert et al., 1998 & Meyer et al., 2004).

1.5.1.1/ Le déterminisme génétique

- Chez les espéces monoiques comme le concombre, tous les bourgeons floraux passent par un
stade de développement bisexué et deviennent ensuite males ou femelles. A la base de
I"inflorescence, les fleurs sont males alors qu’ elles deviennent femelles en haut. 1l existe sur
un chromosome plusieurs genes impliqués dans la formation des organes sexuels (étamines ou
carpelles), dont I’ expression serait progressive au cours du temps (méale puis femelle).

- Chez les espéces dioiques, deux cas de figure existent. Le premier est rare et correspond a
I’ existence de chromosomes sexuels (ou hétérochromosomes), X et Y comme dans le cas des
animaux. Dans le deuxiéme cas, le déterminisme du sexe est en relation avec le rapport entre
le nombre d'autosomes et e nombre d’ hétérochromosomes. Ce rapport correspond au cas de
la drosophile.

1.5.1.2/ Lesfacteurs environnementaux

Les températures élevées (40°C) sont en générale masculinisantes, alors que les faibles
températures (8-10°C) sont au contraire féminisantes. Chez certaines plantes, la lumiere
intervient également, mais avec des effets tres différents selon les cas. Les jours courts peuvent
par exemple étre féminisant (Xanthium) ou masculinisant (épinard).

1.5.1.3/ Lesfacteursinternes

Les phytohormones (éthyléne, gibbérellines, cytokinines, auxine) participent aussi dans le
déterminisme sexuel. Comme dans le cas des facteurs environnementaux, ou il n'y a pas de regle
générale, les phytohormones impliquées sont différentes. En outre, une méme phytohormone
peut avoir des effets variés selon les végétaux, par exemple I’ éthyléene qui est féminisante chez
les Cucurbitacées, le blé ou lavigne, est masculinisante chez le mais.
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1.6/ Lestechniques d’ hybridation chez les plantesa fleurs

Lavoie laplus efficace pour introduire des génes dans les génomes des plantes a améliorer,
ou pour vérifier les flux de genes existant entre les especes, est |a reproduction sexuée, qui est la
voie la plus naturelle. Si le zygote hybride n’est pas viable; la culture in vitro aide a surmonter
cet obstacle, et s le croisement est impossible; la technique de fusion des protoplastes
I” hybridation somatique est utilisée.

1.6.1/ L’ hybridation par voie sexuéein vivo

Cette technique repose sur les modes de reproduction, et de pollinisation en particulier. La
structure florale (taille, forme) détermine la technique d’ hybridation a utiliser. Les principales
étapes de |” hybridation sexuée sont:

1.6.1.1/ Lacastration

La castration ou la déstamination est une étape d’ élimination mécanique ou chimique de
I’organe méle, sans affecter |’organe femelle. La castration chez les especes monoiques se fait
par élimination des fleurs males, comme le cas du mais. Chez les espéces dioiques, on procede
tout smplement a I’ @imination des plantes males indésirables (Williams et al., 1999 & Frank et
Santamour, 2002). Chez les plantes a fleurs hermaphrodites, la castration est souvent difficile &
réaliser. Les techniques de castration utilisées dans ce cas sont :

1.6.1.1.1/ La castration manuelle

Il sagit d éiminer les anthéres des fleurs du parent femelle par des outils simples (pinces,
ciseaux, cure-dents,...), chez les plantes a grandes fleurs (Lammerts, 1929; Connor, 1967;
Williams et Verry, 1981; Motley et Carra, 1998; Wang et Cruzan, 1998; Lichtenzveig et al.,
2000; Navabhi et al, 2003; Showemimo, 2003; Gibbs et al., 2004 & Fishman et Willis, 2005).

Chez les plantes a petites fleurs, la castration peut se faire par des outils plus fins sous une
loupe binoculaire si nécessaire (eg. aiguilles) (Ledingham, 1940; Simon et Millington, 1967;
Lesinset al., 1971; Singh et Lesins, 1972; Lesins et Erac, 1968 & De Haan et Barnes, 1998).

Généralement la castration se fait une seule fois avant |’ anthese. Selon le cas, la castration
se fait al’age du bouton floral (e.g. Fragacia) (Sargent et al., 2004), ou a |’ ouverture de la fleur
(Oddie et Mc Comb, 1998). Dans le cas des Ombelliféeres, la castration doit se répéter plusieurs
fois au cours du temps, au fur et a mesure que les fleurs de I’ ombelle se dével oppent. Le principe
fondamental de la castration est d' édiminer les éamines avant leur déhiscence pour éviter
I” autopollinisation (Badoc et al., 1995).
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1.6.1.1.2/ Lacastration par aspiration

Dans ce cas les antheres sont aspirées al’aide d’une pompe a vide (Ledingham, 1940 &
Smith, 1954). Cette technique est employée le plus souvent pour les plantes a petites fleurs des
I’ ouverture de la fleur, suivie d’un ringage a |’ eau pour éviter I’ autopollinisation. Cette méthode
de castration n’ est pas efficace chez les plantes autogames (Lafon et al., 1990).

1.6.1.1.3/ Lacastration par traitement al’eau

Elle consiste a traiter les inflorescences florales (petites fleurs) avant |’ anthése par de |’ eau
chaude par arrosage (les grains de pollen sont plus sensibles que les organes reproducteurs
femelles aux facteurs génétiques et environnementaux). Chez les plantes a grandes fleurs les
étamines sont traitées par de |’ eau froide par imbibition (Burke, 2002).

1.6.1.1.4/ Lacastration par traitement al’alcool

Les fleurs sont traitées par une concentration a |I’alcool inhibant seulement les étamines
(57% chez laluzerne), pendant une breve période suivie d’un ringage al’ eau (Lesins, 1955).

1.6.1.1.5/ La castration par des agents gamétocides (CHA, Chemical Hybridising Agents)

Les gamitocides sont des agents chimiques utilisés pour inhiber sélectivement le gameéte
méle sans affecter le gaméte femelle, ils sont appliqués a des concentrations et a des périodes
appropriées dépendant de I’&ge de la plante, du mode d application et de I’espéce. Ils sont
généralement employés pour éviter la castration manuelle, lors de la production des semences
commerciales en grande quantité telles que le blé (Graham, 1986; Wong et al., 1995; Streiff et
al., 1997; Nesvadba et al., 2001 & Loussaert, 2004). Ces agents gamitocides peuvent, selon le
cas, étre appliqués au sol, directement sur les fleurs ou sur les parties végétatives avant la
floraison. Comme exemple de produits gamitocides citons le cupferon, le neocuproine, le
benzotriazole et |e cuprizone (Graham, 1986), le trifluromethylsolfonamide Loussaert, 2004), et
le SC2053 (sogital compound) (Wong et al., 1995 & Streiff et al., 1997).

1.6.1.1.6/ La castration génétique

Elle s effectue par un choix de plantes de lignée méle stérile, mais femelle fertile croisées
avec des plantes méles fertiles. Elle est tres utilisée en agronomie pour la production de graines
hybrides commerciaes (Faure et al., 2002 & Lafon et al., 1990).

1.6.1.2/ L’ensachage

Cela consiste a couvrir les fleurs castrées par des sachets de appropriés et de taille
convenables selon les fleurs, pour éviter toute contamination par des pollens étrangers
(Ledingham, 1940; Lesins et al, 1971; Gibbs et Sassaki, 1998; Wang et Cruzan, 1998 & Frank et
Santamour, 2002).
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1.6.1.3/ Lapallinisation

C’est la deuxieme importante étape apres la castration. Sa réussite dépend du temps ou le
stigmate est réceptif et de la période de pollinisation. L’apport du pollen sélectionné peut étre
assuré par :

1.6.1.3.1/ La pollinisation manuelle

L’ apport du pollen est effectué par un outil (pinceau, cure dent, brosse) en le frottant dans
un récipient qui contient du pollen sélectionné al’ état frais ou stocké (Lammerts, 1929; Connor,
1967; Motley et Carra, 1998; Wang et Cruzan, 1998; Bissuel-Belaygue et al., 2002; Wiegrefe et
Berg, 2003 & Fishman et Willis, 2005). On peut auss appliquer directement la fleur méle non
castrée a la fleur femelle immédiatement apres sa castration (Lesins et al., 1971; De Haan et
Barnes, 1998 & Chen, 1999).

1.6.1.3.2/ La poallinisation par le vent

La pollinisation s effectue dans les champs avec des stratégies dépendantes de la direction
des vents et de |la technique de plantation (Pesson et Louveaux, 1984). Pour le mais, on aterne
deux rangées de la variété méle avec une rangée de la variété femelle, et toute la surface
exploitée est entourée par lavariété male (Lafon et al., 1990).

1.6.1.3.3/ La pollinisation entomogame

Elle est réalisée, soit au champ, soit sous abris par I’apport d’'un insecte pollinisateur
supportant les conditions de confinement (Morison et al., 2000 & Ortiz-perez et al., 2006).

1.6.1.4/ L’ éiquetage

Juste aprés |'ensachage les fleurs sont marquées a I'aide d'un fil en |'attachant a
I"inflorescence ou alafleur, et marqués|la date de castration, et de pollinisation.

1.6.2/ Lestechniques d’hybridation sexuéein vitro

Cette technique consiste a réaliser une pollinisation et une fécondation in vitro, afin de
surmonter les barrieres dincompatibilité ou de |I’auto-incompatibilité prézygotique (pistil-
pollen) (Zryd, 1988).

1.6.2.1/ Lesméthodes de pallinisation

La plupart du temps le pollen est prélevé un jour avant |’ anthése et cultivé dans des milieux
solidifiés par lagélose. La pollinisation se réalise selon le type d’ incompatibilité.
- S I'incompatibilité est stigmatique; directement sur I’organe femelle débarrasse de son
stigmate un liquide stigmatique est gjouté, puis saturé immeédiatement avec du pollen. C'est la
méthode du stigmate coupé (CSM) (Van Tuyl et al., 1991 & Kranz et al., 1998).
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- S I'incompatibilité est stylaire ; le pollen est d’ abord posé sur un stigmate compatible pour la
germination. Apres sa germination, le style est coupé, ensuite attaché a |’ovaire au style
coupé de I’autre plante. C’ est la méthode du modele greffé (GM/M) (Van Tuyl et al., 1991 &
Kranz et al., 1998).

- Si I'incompatibilité est ovulaire ; elle nécessite I’isolement des gametes méles et femelles et
une microculture du zygote (Wang et al., 2006).

1.6.2.2/ Lesméthodes de cultures

1.6.2.2.1/ Les milieux de cultures

Laculturein vitro s effectue dans des phytotrons (chambre de culture), dans des conditions
aseptiques. Les tissus ou les organes végetaux exigent de I’ eau, des sels minéraux, une source de
carbone et diverses substances stimulant la croissance : comme le lait de coco, les vitamines, les
hormones etc... Les milieux de cultures doivent assurer un développement optimal des tissus ou
des organes. Le milieu de Muraschine et Skoog (Tab.4) est le plus utilisé.

La croissance et la survie des embryons sont tres influencées par la composition des
solutions nutritives en sels minéraux. Les embryons doivent aussi avoir une source d’ énergie par
le saccharose et une source en acides aminés pour le métabolisme azoté, ou la glutamine et
I” asparagine sont les plus importants.

Tab. 4: Composition du milieu de culture de MMS (Milieu Muraschine et Skoog) (Robert et al.

1998)

Macromolécule (sels) Oligoéléments Substances or ganiques Ph
NHNO; 1650mg. LT | KI 0,83mg. L™ | Glycine 2mg. L7 57
KNO; 1900mg. L™ | HsBOs 6,2mg.L? | Myo-inositol 100 mg. L™
CaCly, 2H,0 440 mg. L™ | MnSO,,4H, 223mg. L* | Acideniotinique 0,5mg. L™
MgSO,, 7 H,0 370mg. L™ | MnSO4H,0 PyridoxineHCl 0,5mg. L™
K H, PO, 170mg. L™ | ZnSO,,7H,0 86mg. L | ThiamineHCI 0,1mg.L*

NaMoO,2H,O0 025mg. L™ | AIA 1-30mg. L™
CuS0,,5H,0 0,025mg. L | Kénétine  0,04- 10mg. L™
CoCl,,6H,0 0,025 mg. L™ | Saccharose 30¢g.L™
Nay-EDTA 373mg. L*
FeSO,,7H,0 278mg. L™

Les hormones sont aussi considérées comme des ééments essentiels et complémentaires
aux milieux de culture. Parmi les hormones les plus importantes on trouve : Auxine (I’ acide B-
indolhylacétique (AlA), I’acide indolhylbutyrique A et B, I'acide naphtylacétique (ANA) et
I"acide 2,4 dichlorophenoxyacétique (2,4-D), Cytokinines (la kinitine : 6-furfury- laminopurine)
et les gibbérellines (la gibbérelline Az. GA3) (Zryd, 1988 & Scriban, 1999).
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1.6.2.2.2/ La méthode de culture d’embryon

Lorsgue le zygote est formé, il doit entreprendre le processus normal de |I’embryogenese
dans des conditions adaptées a son développement qui doivent étre identiques a celles
dével oppées sur la plante meére, sinon I’ embryon dégénere. Les principales méthodes sont :

- Culture d’embryon isolé a partir de I’ovule (Bauchan, 1987 ; De Jeu et Jacobsen,
1995; Kumlehm et al., 1997 & Tomasi et al., 2002);

- Culture d’embryon in ovulo, sans isoler |I’embryon (Emershad et Ramming, 1984 ;
Beasley, 1987; Emershad et al., 1989 ; De jeu et Jacobsen, 1995 ; Kumlehn et al., 1997 &
Migjima, 2006) ;

- Culture d’ ovule-embryon en faisant une culture d’embryon in ovulo pour un certain
temps, et en isolant ensuite I’embryon de I’ovule avec changement de milieu de culture
(McCoy & Smith, 1986; Przywara et al., 1989 ; Van Tuyl et al., 1991; De jeu et Jacobsen,
1995 ; Yao et cohen, 1996 ; Chi, 2002 ; Rheeet al., 2005 & Y ao et Cohen, 1996).

- Culture du zygote (Li et Yang, 2000 & Wang et al., 2006).

Ces différentes techniques sont aussi utilisées comme des techniques de sauvetage des
hybrides obtenus in vivo, lorsgue la plante mere n’'arrive pas a assurer le développement de
I”embryon. Cette inaptitude du zygote hybride est due a des phénomenes d’incompatibilité post-
zygotiques qui se traduisent par une mauvaise nutrition de I’embryon par la plante mere. La
culture des embryons dans des milieux synthétiques permet d’apporter a leur voisinage les
éléments nutritifs qui in vivo leur font défaut (Zryd, 1988 & McKersie et Brown, 1997).

1.6.3/ Hybridation somatique

Les méthodes de I'amélioration des plantes qui utilisent |’introgression du matériel
génétique entre especes €loignées se heurtent aux diverses barrieres qui assurent I'intégrité de
I’ espece. Pour surmonter ces barrieres, |I"'idée de fusion des cellules somatiques, contournant ainsi
les systemes de reproduction sexuée, est le seul moyen de mélanger des cytoplasmes et donc de
confronter |es génomes chloroplastiques et mitochondriaux.

1.6.3.1/ La préparation des protoplastes

Laparoi cellulosique assure larigidité pour contrecarrer les pressions osmotiques du milieu
intérieur et extérieur de la cellule. Pour remplacer cette pression et éviter I’explosion des
protoplastes, des agents plasmolisants a base de sels minéraux (ex. CaCl2) et de sucre (manitol
ou le sorbitol) sont utilisés. L’ éimination de la paroi cellulosique est assurée par des traitements
enzymatiques qui hydrolysent les liaisons glycosidiques des polysaccharides pariétaux. Trois
classes d enzymes sont nécessaires pour la digestion de la paroi cellulaire; les cellulases, les
hemicellulases et les pectinases qui, dans la plupart des cas, sont présentes toutes les trois. Les
solutions sont préparées a des concentrations variables, selon les espéces et |'explant utilisé
(feuilles, racines, cotylédons, cdl,...).
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Aprés le traitement enzymatique, les enzymes sont éliminées par un lavage et les
protoplastes sont récupeérés par une filtration ou par une centrifugation. Immediatement apres leur
isolement, les protoplastes sont suspendus dans une solution de fusion qui dépend de I’ espéce
étudiée, de I’explant utilisé et des conditions d’'incubation (durée, température, éclairement)
(Demarly et Sibi, 1996; McKersie et Brown, 1997 ; Scriban, 1999 & Haicour, 2000).

1.6.3.2/ Lesméthodes defusion

1.6.3.2.1/ La méthode chimique

Les éléments chimiques utilisés sont les sels minéraux ou le polyéthylene glycol (PEG). Ce
dernier est le plus fréguemment employé pour la fusion des cellules. Sa formule chimique est
[HOCH; — (CH2-O- CH2) - CH,OH] (Smith et al., 1976; Rambaud et al.,1993; Mendes et al.,
2001; Kulawiec et al., 2003).

1.6.3.2.2/ La méthode physique

Les protoplastes sont mis en suspension dans une solution de faible conductivité et soumis
a un champ éectrique alternatif fort. Sous une bréve impulsion de courant continu, Les
protoplastes s accrochent en forme de chaines ou de perles apres ils se fusionnent (Fehér et al.,
1992 ; Pupilli et al., 1995 & Nenz et al., 1996).

1.6.3.3/ Lesproduitsdefusion

La fusion se produit d’ une maniere aléatoire, elle est due aux relations de voisinage des
protoplastes et a la neutralisation des charges. Divers événements peuvent avoir lieu: des
homofusions, des hétérofusions et des fusions partielles. Lors de I’accolement de deux
protoplastes, |’ensemble du contenu cellulaire est mis en commun et peut aboutir a I’ addition
totale des trois compartiments héréditaires (nucléaire, mitochondrial, chloroplastique), ce qui
accroit le niveau de ploidie de I'unité résultante. Au niveau nucléaire, les échanges inégaux
aboutissent a une addition incompléte ou a un microplaste résiduel. Des éliminations et des
compétitions se mettent en place, elles peuvent entrainer I’élimination partielle ou du génome
nucléaire d’un des parents. Dans le compartiment mitochondrial, les phénomenes sont encore
plus complexes, car ils comportent des compétitions entre les vitesses de la réplication et des
auto- et hétéro-recombinaisons en des sites privilégiés, ou il peut y avoir des populations
contenant les dosages intermédiaires entre |’ addition totale et |’ absence de I’ un des types. Pour
les chloroplastes, |I'un des types parentaux est totalement éliming, il ne subsiste qu’'une seule
population de chloroplastes. Larecombinaison des chloroplastes est un événement rare.

En général, s les noyaux subsistent par addition totale ou partielle, le produit est un
hybride somatique, et si seulement un seul noyau subsiste, le produit est un cybride (Demarly et
Sibi, 1996; McKersie et Brown, 1997; Scriban, 1999; Haicour, 2000; Fitter et al., 2005 & Sun et
al., 2005).
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1.6.3.4/ Séection et identification des produitsde fusion

Le traitement d'un mélange de protoplastes par un procédé de fusion conduit toujours a la
formation d’homocaryons, d’'hétérocaryons, et aussi de protoplastes non fusionnés. Aingi, la
sdlection congtitue une éape essentielle dans I'hybridation somatique pour isoler le plutét
possible les structures cellulaires hybrides. Cette sélection dépend des espéces, voire des
geénotypes en jeu. Plusieurs systemes de sélection sont utilises :

- Lacomplémentation de résistance a des mol écules chimiques, antibiotiques et herbicides ;

- Le repérage visuel sous microscope, par utilisation des différents types de protoplastes
(abinos ou chlorophylliens) ou des marquages vitaux permettant I'identification des
partenaires;

- La régénéation d'un grand nombre d'individus suivis de tris basés sur des caractéres
morphol ogiques intermédiaires ou biochimiques.

Afin de vérifier et confirmer la nature hybride, il existe plusieurs types d analyses basées
sur la morphologie intermédiaire, la détermination du niveau de ploidie par cytométrie en flux,
I’analyse génétique (ségrégation de certains caracteres) (McKersie et Brown, 1997; Scriban,
1999 & Haicour, 2000).

L’ évolution des cellules hybrides est étroitement liée a la nature de fusion. Or lafusion de
protoplastes est possible quelque soit |a distance entre les especes parentales, mais a des niveaux
variés qui aboutissent &

- Desfusions entre especes d’ une méme famille produisant des remaniements, des échanges et
des insertions chromosomiques intéressantes; (Rose et al., 1996 ; Mends et al., 2001; Sun et
al., 2004 ; olivares- Fuster et al., 2002 ; Costaet al., 2004 & Yan et al., 2004 ) ;

- Des fusions jumelées ou asymétriques a irradiation d’un des partenaires, qui augmentent les
hybridations incompletes (Dudits et al., 1987 ; Fehér et al., 1992; Srebniak et al., 2002 &
Gounaris, 2005) ;

- Des constructions cytoplasmiques nouvelles et de nouveaux rapports noyau-réseau
épigenique, ce qui n’est pas exploitable avec les hybrides conventionnels (Sun et al., 2005,
Fitter et al., 2005; Sigareva et Earle, 1997 & lIchevaet al., 2001) ;

- Des montées de niveau de ploidie qui ne S accompagnent pas d un accroissement de la
consanguinité. En effet, |’autodoublement d’'un stock chromosomique par les agents
mitoclassiques comme la colchicine entraine une augmentation de |I’homozygotie et des
dépressions due ala consanguinité résultante (Cluster et al., 1996 & Hai'cour, 2000 ).
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1.7/ Leshybridations dans le genre Medicago

1.7.1/ Labiologieflorale

Les fleurs de Medicago de couleur jaune chez la majorité des espéces sont groupées en
inflorescences. La fleur du genre Medicago est congtituée de 5 pétales partiellement joints a la
base: 1 grand pétale dorsal (I’ étendard), 2 petits pétales latéraux (les ailes) et 2 pétales inférieurs
soudeés entre eux (la carene) (Fig.20). Ces derniéres pieces florales insérent et maintiennent sous
une tension considérable la colonne sexuelle, formeée par le pistil et les 10 é&tamines dont 9 sont
soudés par leur filet et engainant le pistil (Pesson et Louveaux, 1984).

Le stigmate a une forme fongiliforme avec un anneau basal entouré de papilles et un apex
dépourvu d une excroissance papilleuse (Small et Brookes, 1983). Les ovules sont de forme
courbée et leur nombre varie selon les especes. Laforme du pollen n’est pasla méme pour tout le
genre de Medicago ; quelques groupes ont une forme cylindrique ou fusiforme et d’ autres ont
une forme pyramidale triangulaire. Chez les Intertextae les grains de pollen matures prennent une
forme cubique en comparaison au groupe possédant la forme pyramidale (Lesins et Lesins,
1979).
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Fig. 20: Coupe sagittale d'une fleur de luzerne (d' aprés Mc Gregor, 1976 in Pesson et Louveaux, 1984).

La comparaison entre les fleurs de 16 espéces pérennes avec 29 especes annuelles du genre
Medicago montre que la taille des fleurs est corrélée avec le systeme de croisement; lataille des
fleurs des espéces pérennes allogame est a la moyenne de7, 6 + 0,37 mm, et celle des fleurs des
especes annuelles est a la moyenne de 5,1+ 0,29 mm. Chez I’ espéce annuelle M. lupulina, les
fleurs sont plus petites (~ 3 mm). Les especes annuelles ont une structure typique ; |’ étendard est
beaucoup pluslong que les ailes qui sont relativement plus longues que la carene.

Lamajorité des especes du genre Medicago s ouvrent aprés le déclenchement de lafleur, la
libération et mise en évidence des organes reproducteurs peut étre spontanée ou provoquée par
les insectes butineurs. La colonne sexuelle de la fleur déclenchée reste définitivement appliquée
contre |’ étendard. Contrairement aux especes pérennes, les espéces annuelles sont rarement
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visitées par les insectes butineurs, a I’exception de M. intertexta (Heyn, 1963), et les fleurs
peuvent aussi étre non déclenchées. Le nombre des fleurs non déclenchées varie selon les
especes, il est de 6 a 12% 6 a 12% chez M. arabica, M. intertexta, M. orbicularis, M. scutellaria
et M. turbinata. Ceci est valable aussi au sein de la méme espéce, chez M. lupulinail est de 1 a
35% dans différentes conditions de croissances.

Les observations microscopiques a fluorescences des boutons floraux et des fleurs non
déclenchées de ces especes annuelles montrent qu’'il y a un développement précoce des
gamétophytes males et femelles ceci par |a présence des grains de pollen germés, et laréalisation
de la double fécondation chez certains cas ; conditions préalables des boutons cleistogames. Les
fleurs cleistogames et chasmogames sont difficilement distinguables, car elles peuvent se réunir
sur une méme plante et méme sur une méme grappe. La cleistogamie peut étre donc obligatoire
ou facultative (Novoselova, 2003).

1.7.2/ Lesbarriéresd’isolement reproducteur et flux de genes chez Medicago

La majorité des especes pérennes sont alogames interfertiles, avec des niveaux
d autofécondation variables mais non négligeables (Genier et al., 1992). Une méme espéce peut
présenter des plantes de ploidies différentes, peu ou pas interfécondes. C’est le cas de M. sativa,
M. falcata, M. prostrata, M. papillosa et M. arborea (Prosperi et al., 1995).

Dans le complexe M. sativa- M. falcata, les hybrides sont facilement obtenus, si les deux
espéeces ont le méme niveau de ploidie. Si le nombre de chromosomes est différent les hybrides
seront difficilement obtenus. En effet, M. falcata de forme diploide (2n = 2x = 16) ne s hybride
pas facilement avec M. sativa de forme tétraploide (2n = 4x = 32). Lorsque M. falcata est le
parent femelle, la fécondation se produit et |I’embryon précoce se développe lentement durant
deux semainesil y a avortement de |’ ovule, alors que I’ ovaire continue a se développer. Lorsque
M. sativa est le parent femelle la fécondation se déroule lentement, et le développement de
I’embryon et de I’endosperme s arréte apres le deuxiéme jour de la fécondation. Dans les
croisements réciproques de M. falcata et M. sativa, le développement de la graine dépend de la
différence du taux de I'activité et de la division cellulaire lancée dans |’ endosperme lors de la
fécondation ou le réle du nombre de chromosomes des noyaux méle et femelle est d’ une grande
importance. Méme si le développement de I’ endosperme et de I’ embryon se déroule lentement, il
est évident que certaines parties de I'ovule ou de I'ovaire se développent jusgu'a ce que
I" avortement de I’ embryon se produise (Ledingham, 1940).

Seulement deux hybrides triploides ont été obtenus lorsque M. sativa est e parent femelle.
Habituellement, 8 bivalents et 8 univaents sont formés en premiere métaphase, et quelques
gametes femelles étaient viables dans le croisement entre les deux parents. La F2 est fortement
variable mais les caractéres, couleur des fleurs, type de gousses et le nombre de chromosomes
sont semblables a ceux de M. sativa. Lorsque M. falcata est le parent femelle, seulement
quelques hybrides tétraploides ont été obtenus. La couleur des fleurs et le type de gousses sont
semblables & ceux de M. falcata. La fertilité de ces hybrides tétraploides est élevée, 16 bivalents
sont formés en premiére métaphase. La F, est fortement viable, les chromosomes homologues
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sont bien appariés. La forme diploide de M. falcata ne s hybride pas facilement avec M. sativa en
raison du dével oppement défectueux qui se déroule apres lafécondation (L edingham, 1940).

Sangduen et al. (1983) ont étudié le type dincompatibilité par les observations
microscopiques des grains de pollen en phase de germination et la croissance des tubes
polliniques entre les especes annuelles (M. scutellata, M. disciformis et M. rigidula) et |’ espéce
pérenne (M. sativa) apres I'intrapollinisation, I'interpollinisation et |’ autopollinisation.
L’ autopollinisation des especes annuelles autofertiles et la pollinisation intraspécifique des
individus pérennes des croisements fertiles sont caractérisées par un taux de germination des
grains de pollen trés élevé et une croissance normale (rapide) des tubes polliniques. Le taux de
germination des grains de pollen est treés bas avec une croissance anormale des tubes polliniques
dans la pollinisation interspécifique des espéces annuelles autofertiles, et dans I’ autopollinisation
de I’ espece pérenne autostérile. La stérilité ou I'incompatibilité s exprime aprés la fécondation,
puisque la fécondation a eu lieu dans tous les croisements réalisés.

Les especes annuelles du genre Medicago sont a prédominance autogame et présentent de
fortes barrieres d'interfécondité spécifique. Ces barriéres d'interfécondité ne sont pas toujours
efficaces, il existe souvent des flux de genes entre des taxons végétaux différents (Rieeberg et
Morefield, 1995 in Judd et al., 2002).

Chérifi et al. (1993) ont trouvé qu’'une population de M. intertexta s'est isolée de son
groupe d’ origine et de celui de M. ciliaris en se singularisant par un taux de fertilité des grains de
pollen relativement faible (57%) et une baisse du nombre de gousses formées par grappe. Cette
population intermédiaire de M. intertexta semble présenter des similarités morphologiques avec
celle de M. ciliaris. Cette situation particuliére traduirait la possibilité d’ hybridation entre les
deux especes. Ces résultats ont été confirmeés par |’ é&tude enzymatique de Chérifi (1996), ou il a
montré que la population intermédiaire présente une similitude enzymatique importante avec les
populations de M. ciliaris, et occupe ainsi une position intermédiaire. Cette situation appuie
I” hypothése de la présence de flux génique entre M. ciliaris et M. intertexta. D’ apres les études
des systemes enzymatiques de Small et al. (1999), M. intertexta est |’ espéce la plus polymorphe ;
elle possede un grand nombre de loci polymorphes et une grande diversité aléique. Ains,
I” hétérozygotie est plus élevée chez M. intertexta que M. ciliaris. Les fleurs de M. intertexta sont
parmi les plus grandes des espéces annuelles du genre Medicago, la taille de la fleur qui est aun
caractere indicateur du degré d’ alogamie explique I’ hétérozygotie élevée chez M. intertexta par
rapport aux autres especes annuelles et I’existence d'un flux de gene de M. ciliaris vers M.
intertexta. Cing loci polymorphes de quatre systémes enzymatiques étudiés par Abdelkefi et al.
(2001) ont montré que ces deux especes sont fortement apparentées, constituant un méme
complexe d especes, subdivisé en deux compartiments, I’'un a un régime préférentiellement
autogame (M. ciliaris) et I’ autre atendance allogame (M. intertexta).
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D’apres Lesins et lesins (1979), des croisements occasionnels peuvent avoir lieu dans des
conditions naturelles chez I'espéce autogame M. polymorpha. L’anadyse RADP (de M.
polymorpha (Vitale et al., 1998) et de M. truncatula (Bonnin et al., 2001) révele que des
événements d allogamie peuvent se produire entre les individus locaux et les génotypes de
migration. Les mécanismes biologiques de cette allogamie sont inconnus. Cependant, chez M.
polymorpha des larves sont souvent trouvées dans les fleurs fermées (Vitale et al., 1998).

1.7.3/ Les croisements r éalisés dans le genre Medicago

1.7.3.1/ Lescroisementsreéalisésin vivo
1.7.3.1.1/ Dansla section des I ntertextae (Lesins et al., 1971)

M. intetexta x M. intertexta

Le croisement entre M. intertexta (de Sicile) sans tache rouge a la base des feuilles et M.
intertexta (du jardin botanique de Birmingham) avec une tache rouge triangulaire a la base des
feuilles et des gousses a épines courbées a donné en F; des plantes avec une tache rouge
triangulaire a la base des feuilles avec une fertilité pollinique trés élevée. A la F,, laségrégation
du caractere de la présence de tache rouge a la base des feuilles est de 3:1, ainsi le gene
responsable de ce caractére est codé par une seule paire d alléles; M (avec tache) le caractére
dominant et m (sans tache) est |e caractére récessif. La fertilité pollinique élevée et la ségrégation
normale du caractére étudié impliquent que les deux échantillons font partie de la méme espece.

M. granadensisx M. granadensis

La couleur noire de la graine de M. granadensis est utilisee pour confirmer |’ origine
hybride de la F;. Le croisement entre M. granadensis (originaire du sud de la Turquie) avec des
tiges poilues, une tache blanche au milieu de la feuille et des graines brunes, et M. granadensis
(du sud de la Turquie) avec des tiges rouges lisses, tache rouge au milieu de la feuille et des
graines noires a produit en F; des individus ayant une fertilité pollinique tres élevée (98%). En
F,, les proportions obtenues pour latache sur les feuilles sont : 9 avec tache rouge au milieu de la
feuille, 3 avec tache blanche au milieu de la feuille et 4 sans tache. Ce caractére semble étre
déterminé par un gene "P" pour la présence de la tache et un autre gene "C" responsable de la
couleur de cette tache. Pour les caracteres de présence de poils sur la tige et la couleur des
graines, la ségrégation était indépendante et les proportions étaient de 3:1, avec la dominance des
caracteres tiges poilues et graines noires. La ségrégation indépendante des caractéres indique que
les genes sont situés dans des chromosomes différents ou sur des parties trés éoignées. La
segrégation normale des caractéres en F, et la forte fertilité en F; indiquent que les deux
échantillons sont de la méme espéce.
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M. ciliarisx M. intertexta

Le croisement entre M. ciliaris (originaire de Palestine) sans tache sur les feuilles et
gousses poilues et M. intertexta avec une tache rouge triangulaire a la base des feuilles donne
une F; avec une tache rouge a la base des feuilles, avec une ségrégation de 3:1. LaF; présente un
taux de fertilité pollinique correspondant a 40%. Dans cette genération, la pilosité des gousses
était faible par rapport au parent M. ciliaris, la ségrégation de ce caractére en F, est de 3:1 et en
Fsil est de 1:2:1. Ces résultats montrent que la pilosité des gousses est codée par un seul gene a
deux alléles: I’alléle dominant "H" donne des gousses poilues et I'alléle récessif "h" donne des
gousses glabres. La ségrégation des deux caracteres, présence de tache sur les feuilles et pilosité
des gousses étaient de 9:3:3:1 en F,, ce qui indique que les deux genes codant pour ces caracteres
se trouvent sur deux chromosomes différents, ou sur deux parties tres éoignées d’'un méme
chromosome.

Le croisement entre M. ciliaris (originaire de la Palestine) avec une petite tache rouge au
milieu des feuilles et gousses poilues et M. intertexta (origine du jardin botanique de
Birmingham) avec une tache rouge triangulaire a la base des feuilles, produit en F; des plantes
avec une petite tache au milieu des feuilles, qui ressemble a celle des feuilles de M. ciliaris.
Cependant, ce caractére n’est pas completement exprimeé car la présence de tache n’est pas bien
décernée sur toutes les feuilles. Deux populations de la F, ont été étudiées la premiére population
a donné 13 plantes avec tache a la base des feuilles, 22 plantes avec tache rouge au milieu des
fevilles, et 7 sans taches. Dans la 2'®™ population, les deux caractéres, sans tache et avec tache
aux milieux des feuilles ne sont pas séparés, et a donnée 33 plantes avec une tache a la base des
feuilles et 47 plantes non distinguées dont 11 familles sont douteuses. La F; issue de ces
derniéres est congtituée de 9 familles avec taches ce qui prouve que les plantes en F, étaient
hétérozygotes et 2 familles (composes de 2 plantes chacune) étaient sans tache. Ce qui suggére
que le rapport 1:3 est issu du rapport 3:4:9. Ainsi, les deux taches (tache a base des feuilles et
tache au milieu des feuilles) sont codées par des alleles situés dans un méme locus ou dans deux
locus différent. Concernant la ségrégation du caractére des poilsle rapport est de 3:1.

M. muricoleptis x M. intertexta

Le croisement entre M. muricoleptis (originaire de Sicile) avec des feuilles sans tache, de
petites gousses cylindriques et a petites graines et M. intertexta (originaire du jardin Botanique de
Birmingham) avec une tache rouge triangulaire a la base des feuilles et des gousses a épines
courbées donne une F; composée de plantes portant des feuilles avec un taux de fertilité
correspondant a 50%. La F, est composée de 96 plantes a feuilles avec tache rouge triangulaire a
labase et 35 plantes sans taches. Aprés le transfert de ces plantes vers un phytotron, deux classes
se sont distinguées; sur les 96 plantes avec tache, la premiére est constituée de 33 plantes avec
tache rouge foncée et la deuxieme est composee de 63 plantes avec une tache rouge claire. Ces
résultats laisse suggérer qu'il y a un gene avec deux alléles responsables de cette tache, "M" et
"m", "MM" donne des plantes avec tache rouge foncée "Mm" donne des plantes avec une tache
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rouge claire et "mm" donne des plantes sans tache. Selon les poids des graines, cing classes ont
été distinguée avec une proportion de 1:4:6:4:1, ce qui montre que le poids des graines est codé
par deux genes a effet cumulatif. La distribution du caractére tache sur ces différentes classes a
révélé que le caractére tache sur les fedilles, et le caractére poids s agregent indépendamment
(Lesinset al., 1971).

M. muricoleptisx M. ciliaris

Le croisement entre M. muricoleptis (originaire de Sicile) avec de petites gousses
cylindriques, de petites graines et des feuilles sans tache et M. ciliaris (originaire de la Sardaigne)
avec une tache rouge au milieu des feuilles et des poils sur les gousses donne une F; des plantes a
feuilles avec une tache au centre et a gousses poilues, avec une fertilité pollinique de 35%. La F;
est composée de 54 plantes avec tache au milieu des feuilles et 42 plantes sans taches, ce qui
laisse suggérer que quelque plantes avaient |'alléle codant pour la tache rouge au milieu des
feuilles mais qui ne peut pas sexprimer, ce qui donne un rapport de 3:1. Cette situation
ressemble a celle du croisement entre M. ciliaris et M. intertexta, ou les porteuses d’ alléle codant
pour la tache au milieu des feuilles sont incapables de s exprimer dans la F,, mais leur
hétérozygotie est révélée en F3. La ségrégation du caractere de pilosité des gousses donne 48
plantes aux gousses poilues et 18 plantes aux gousses glabres (avec un rapport de 3:1, donc ce
caractére dépend de I’ expression d’ un seul géne.

M. intertexta, M. ciliaris et M. muricoleptis peuvent étre croisées et produire des hybrides,
mais avec une fertilité pollinique faible. Les analyses de |la méiose dans la F; de ces hybrides ont
montré des irrégul arités en métaphase, ce qui implique donc gue ces espéces sont séparées.

M. granadensisx M. intertexta et M. intertextax M. galilaea

Le croisement entre M. granadensis (originaire du sud de la Turquie) avec une tache rouge
au milieu des feuilles et des tiges poilues rouges et M. intertexta (du jardin botanique de
Birmingham) avec une tache rouge triangulaire a la base des feuilles et des gousses a épines
courbées. Le croisement entre M. galilaea (originaire de la Turquie) avec des gousses poilues et
M. intertexta (du jardin botanigue de Birmingham) avec une tache rouge triangulaire a la base
des feuilles et des gousses avec des épines courbées n’ont donné aucun hybride méme répété a
plusieurs reprise pour chacun. Ce résultat affirme la présence d’une forte barriere d’ interfertilité
entre M. intertexta et M. granadensis- M. galilaea.

1.7.3.1.2/ Dans la section des Pachyspirae

Simon (1965) a réalisé 212 croisements réciproques entre M. litorallis var. litorallis
(Gousses cylindriques, 4-5 spires/ gousses, épines longues avec une base épaisse) et M. tornata
var. aculeata (Gousses lenticulaires avec 1,25-2,5 spires/ gousse, €pines courtes et minces
insérées a environ 180°/ surface de la gousse), seulement six hybrides ont pu étre obtenus jusqu’ a
maturité malgré le nombre élevé de gousses obtenues. Les hybrides ont montré une déficience
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chlorophyllienne jusqu’au stade de 8-15 feuilles. Les jeunes plantes se développaient tres
lentement par rapport aux parents. A I’exception de la longueur du tube et des dents du calice et
de I’ovaire qui sont inférieurs a ceux des parents, tous les autres caracteres morphol ogiques des
hybrides étaient intermédiaires entre ceux des parents. La fertilité pollinique est de 7% et la
production en graines est de 10% par gousse. Les analyses de la méiose indiquaient des
irrégularités méiotiques par au moins une translocation.

D’ apres Simon et Millington (1967), ont réussi facilement des hybridations interspécifiques
entre 7 races de M. truncatula et 3 races de M. littoralis. Les jeunes plants obtenus de ces
croisements montrent une déficience chlorophyllienne qui disparait aprés le stade 8-15 feuilles.
Les hybrides avaient des caractéres morphologiques intermédiaires entre les parents ou la
position de la suture dorsale et de laveine latérale n’ était pas constante dans les gousses mares de
chacun des hybrides et méme sur une méme plante. Dans 3/5 des combinaisons interspécifiques,
les plantes étaient semi-stériles avec une fertilité pollinique de 50 a 60%.

Lesins et al. (1980) ont réussi a croiser M. truncatula et M. turbinata. Dans le croisement
réciproque 6 gousses ont éé obtenues avec M. turbinata comme parent femelle. 81 autres
croisements utilisant M. truncatula comme parent femelle ont permis I’ obtention d une seule
gousse qui a avorté avant maturité. Au total, sur 6 gousses obtenues, seulement 4 graines ont
germé et donné des plantes minces a développement lent et a déficience chlorophyllienne. La F;
était stérile, mais un dédoublement chromosomique a été obtenue en mettant des plantes dans une
solution de colchicine a 0,06 %, a rendu la F; fertile. En F, 56 jeunes plantes ont été obtenues
dont 10 moururent et 2 ne donnérent pas de gousses. Les autres donnerent des gousses mares. La
fertilité pollinique de laF, était de 35 & 72% et tous les individus éaient intermédiaires entre les
deux parents.

1.7.3.1.3/ Dansla section des Leptospirae

Lesins et Erac (1968) ont réalisé des croisements entre M. aschersoniana avec des feuilles
dentées dans la partie apicale, des gousses sphériques, et des pédoncules inférieures aux pétioles
et deux accessions de M. Laciniata. La premiére accession se caractérise par laforme des feuilles
lobées, des gousses sphériques aux ovoides qui sont plus large que les gousses de M.
aschersoniana et pédoncules supérieures aux pétioles. La deuxiéme accession correspond a M.
Laciniata var. integrifolia avec des feuilles compléetes comme celles de M. aschersoniana, les
gousses sont sous forme de cone et les pédoncules sont plus longs que les pétioles. En F; ces
croisements ont engendré un taux de fertilité tres élevée, identique aux parents, et en F, tous les
individus sont viables. La ségrégation des caractéres est de 3:1 pour la forme des feuilles, et la
feuille compléte dont le caractére récessif ; de 15:1 pour le caractere de pédoncule / pétiole ou le
pédoncule court est le caractere récessif et de 3:1 pour la forme des gousses ou |les gousses sont
sous forme de cone est le caractére récessif. Ces résultats montrent que les deux accessions sont
bien des variétés ou méme des formes seulement.
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D’aprés Singh et Lesins (1972) ont réalisés des croisements entre M. sauvagei et M.
laciniata. La F; obtenue présente une déficience en chlorophylle et ils sont pauvres en pollen. A
la deuxieme génération, 20% de graines seulement ont germé. Parmi ces derniéres, 40%
seulement ont engendreé des hybrides F, présentant une déficience chlorophyllienne. La mgjorité
des plantes ne dépassent pas |le stade de cotylédons. Le croisement réciproque, M. laciniata x M.
sauvagei a engendré une F; normale. A laF,, 25% seulement de graines ont germeé. Les plantules
de laF, meurent en grande quantite.

Lesins et Lesins (1979) ont analysé du point de vue génétique, chez M. polymorpha d’ un
échantillon venant des lles Canaries (UAG. 2239) composé de deux types de plantes. Le premier
est constitué de plantes a gousses épineuses et le deuxieme est composé de plantes a gousses
inermes, poussant ensemble, 7 graines d’une gousse épineuse donnérent 6 plantes a gousses
inermes et 1 plante a gousses épineuses. Tres probablement, la plante a gousses épineuses aurait
été engendrée par un pollen transféré par des insectes d’ une plante a gousses inermes sur une
plante a gousses épineuses, vu que la plante a gousses épineuses avait ségrégé en 43 plantes a
gousses épineuses et 11 plantes a gousses inermes. Ainsi, un seul géne a deux alléles déterminait
le caractere gousses épineuses et gousses inermes, le dernier étant récessif. Le nombre de spires a
fait lui aussi I’objet d' une investigation chez deux échantillons a gousses tuberculeuses, I'un
avait des gousses avec plus de 3 spires, |’ autre des gousses d’ au plus de 3 spires. Les descendants
F, eux-mémes se repartissent en 171 plantes bien vertes et 9 plantes vertes claires et semi naines.
L’état nain des plantes vertes claires était probablement causé par la déficience dans la
production de la chlorophylle; bien que leur production grainiere fat faible, plusieurs
descendants poussérent mais tous chlorophyllo-déficients et nains. Apparemment, pour une
synthése normale chez les deux échantillons parentaux, deux différentes voies (controlées par
deux genes différents) sont concernées. Les plantes F, qui n"auraient pas hérité I’un des deux
facteurs actifs auraient failli dans la synthése normale de la chlorophylle.

De Haan et Barnes (1998) ont croisé des popul ations de différentes régions pour déterminer
la transmission des caractéres du type de gousse (épineuse/ lisse), de la couleur de tige (rouge/
vert) et du nanisme de M. polymorpha. La descendance des croisements effectués a été évaluéee
dans les générations F;, F,, Fz. La transmission des caractéres type de gousses et |a couleur de
tige a été étudiée dans les croisements Pi 292424 (Israél) x Pi 505427 (Espagne) et Pi 459135
(Turquie) x Pi (197339 (Australie), alors que le croisement Pi 197346 (Australie) x Pi 283653
(Israél) a éé employé pour étudier la transmission du type de gousse, de la couleur de tige et du
nanisme. En F; tous les individus des trois croisements ont des tiges rouges et des gousses
épineuses, ce qui indique que les caractéres gousses épineuses et tiges rouges dominent les
caracteres gousses lisses et tiges vertes. En F, la ségrégation des caracteres est de 3: 1. Cela
montre que le type de gousses a été codé par un gene simple (Spl) avec un aléle dominant pour
le type épineux et un autre géne simple (Rpl) avec un aléle dominant qui code pour la couleur
rouge. Les deux genes sont indépendants. Le caractére nain n’est pas présent ni chez les parent ni
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dans la F;, maisil a éé observé en F, dans |’un des croisements. Les plantes naines présentent
des tiges, des entres nceuds des pétioles et des feuilles beaucoup plus courts que les plantes
normales. Ce caractére est codé par deux genes (Dwl, Dw2) avec une épistasie récessive
partielle.

Des croisements ont été effectués entre deux variétés de M. minima var. minima (épines
longues et pédoncules supérieurs aux pétioles) et var. brevispira (épines courtes et pédoncules
inférieurs aux pétioles ou sessiles). A laF,, 3/4 des hybrides étaient a pédoncules supérieurs aux
pétioles et 1/4 étaient a pédoncules inférieurs aux pétioles. Alors que, sur 52 plantes, aucune ne
présente des épines courtes. Le caractere a épines courtes est donc récessif. La ségrégation est de
3:1(Lesinset Lesins, 1979).

Lesins et Lesins (1979), des croisements ont été tentés entre différentes especes; M.
sauvagei x M. disciformis, M. sauvagei x M. polymorpha, M. disciformis x M. tenoreana, M.
coronata x M. praecox et M. polymorpha x M. praecox de la section Leptospirae, mais aucun
hybride fertile viable n’a été observé. Aucun hybride viable n’a éé observé aussi, lors des
croisements entre certaines espéeces de la section Leptospirae et celles de la section Pachysirae a
I’ exception des especes suivantes: M. minima (section Leptospirae) x M. truncatula (section
Pachyspirae). M. polymorpha (section Leptospirae) x M. rigidula (section Pachyspirae). M.
praecox (section Leptospirae) et M. regidula (section Pachyspirae).

1.7.3.2/ Leshybrides obtenus par culture d’embryon in vitro

Plusieurs tentatives de culture in vitro ont été effectuées entre M. sativa et plusieurs autres
espéeces pérennes du genre Medicago par culture d’ embryon isolé, culture d’embryon in ovulo ou
culture d'ovule embryon. C'est seulement grace a cette derniere que des hybrides ont été
récupéres, et elle consiste a réaliser une préculture d'un ovule fécondé (10 a 12 jours apres
pollinisation) pendant une période de 6 a 12 jours, suivie de I’ excision et de la culture directe de
I’embryon. La culture d'ovule-embryon était essentielle pour récupérer les hybrides
interspécifiques entre M. sativa diploide (2n = 2x = 16) et les espéces diploides suivantes (2n =
2x = 16) : M. Hybrida, M. marina, M. papillosa, M. rhodopea et M. rupestris. Des hybrides
trispécifiques ont été aussi obtenus par croisement de la F; du croisement M. sativa x M.
dzhawakhetica (2n = 3x = 24) avec M. cancellata (2n = 6x = 48) et M. saxatilis (2n = 6x = 48)
par culture d’ ovule embryon. Sur 1 000 croisements entre M. sativa X M. rhodopea et M. sativa x
M. rupestris. Dans chague croisement respectivement seulement 157 et 66 hybrides ont éé
récupérés. A partir de 2 000 croisements, entre M. sativa et M. papillosa, seulement 13 hybrides
ont été obtenus et juste 2 hybrides sur 3 000 croisements ont été récupérés dans les croisements
M. sativa x M. hybrida et M. sativa x M. marina (McCoy et Smith, 1986).
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1.7.3.3/ Leshybrides obtenus par hybridation somatique

Pupilli et al. (1992) ont pu obtenir pour la premiére fois dans le genre Medicago des
hybrides somatiques symétriques de niveaux de ploidie différents par éecrofusion entre les
protoplastes des feuilles de M. sativa (2n = 4x = 32) et les protoplastes de cals de M. coerulea
(2n = 2x = 16). Six cals hybrides ont été sélectionnés dont deux ont généré plusieurs plantes. La
nature hybride des régénérants a été confirmée par les analyses cytologiques et d’ isozymes.

Plusieurs caractéres morphologiques ont été pris en considération pour comparer les
hybrides par rapport aux parents. La croissance des plantes hybrides était plus lente que celle des
parents, mais aprés leur transfert a la serre, les hybrides semblent plus vigoureux avec une
croissance droite par rapport a leurs parents du méme age. La forme et la taille des feuilles sont
intermédiaires. La longueur des entre-nceuds et le secteur de feuilles des hybrides somatiques
sont plus élevés que ceux de M. coerulea mais ne differe pas significativement de M. sativa. Le
nombre de poils par unité de surface (mm?) est beaucoup plus éevé (presque en double) que
celui de M. sativa et presque le méme que celui de M. coerulea. Les stipules sont deux fois plus
longues que M. coerulea et trois fois plus longues que M. sativa. M. coerulea se caractérise par
un nombre éevé de stomates de taille plus réduite (presque la moitié) que M. sativa. Les plantes
hybrides ont montré une faible densité de stomates d’ une taille plus grande que chez les parents.
Les hybrides ont montré une fertilité pollinique et une production en graines élevée.

Pupilli et al. (1995) ont analysé les hybrides précédents par RFLP (Polymorphisme de
Longueur des Fragments de Restriction) pour révéler la stabilité de la composition nucléaire. Les
chromosomes des deux especes sont présents dans les hybrides somatiques, avec une
incorporation incompléete des alléles du parent diploide. Des croisements manuels ont été réalisés
entre ces hybrides somatiques hexaploides. Les aléles éudiés ont montré une ségrégation de
type mendélien. Les analyses cytologiques des microspores ont montré seulement quelques
anomalies, formation des monovalents et des chromosomes retardataires, en comparaison aux
hybrides spontanés. Les plantes dérivées des hybrides somatiques cultivés au champ sont
vigoureuses avec un rendement plus élevé que les parents.

Nenz et al. (1996) ont obtenu pour la premiére fois des hybrides somatiques symétriques
dans le genre Medicago entre deux especes sexuellement incompatibles M. sativa (2n =4 x = 32)
et M. arborea (2n = 4x = 32) par éectrofusion symétrique. La morphogenese des cals a été
induite par le régulateur de croissance 1,2 benzisoxazole-3-acide acétique. Les analyses
d'isozymes et de RFLP ont montré un réarrangement intensif du génome des hybrides.

Les caractéristiques morphologiques de M. sativa et M. arborea sont tres différentes: M.
arborea est un arbuste ayant une seule tige droite pouvant atteindre une hauteur de 1,5a2 m, a
feuilles persistances, croissant et fleurissant activement en hiver. M. sativa est une espece
herbacée pérenne, possédant plusieurs tiges droites pouvant atteindre rarement 1 m, €elle est en
croissance active au printemps et en automne et en phase de dormance en hiver ; en éé sa
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croissance s arréte. Les hybrides somatiques ont de 6 a 10 tiges par plante, leur croissance est
active en hiver et passe par une phase de latence en été presque comme M. sativa.

Pupilli et al. (2001) ont étudié les réarrangements mitochondriaux, des trois hybrides
précédents, qui ont montré plusieurs degrés de réarrangement par la RFLP: L’ hybride M. sativa-
M. coerulea a gardé toutes les bandes spécifiques de M. coerulea et a perdu la majorité des
bandes spécifiques de M. sativa, I’hybride M. sativa- M. falcata a montré que les bandes
spécifiques de M. sativa avec des bandes non détectées. Tandis que I’hybride M. sativa- M.
arborea a montré une incorporation partielle des bandes des deux parents avec des bandes non
parentales. Ces différences sont attribuées a des différences entre les parents, au niveau des
distances génétiques et au niveau des cycles cellulaires. L’analyse de la descendance issue de la
reproduction sexuée de I’hybride M. sativa- M. coerulea a révélé une sous unité résiduelle de
I”ADN mitochondria de M. sativa retenue dans le cytoplasme de |’ hybride.

Tian et Rose (1999) ont obtenu des hybrides somatiques entre deux especes annuelles
incompatibles M. truncatula et M. scutellata & partir de protoplastes des feuilles de M. truncatula
et protoplastes des cotylédons de M. scutellata irradiée, et fusionnés par le PEG. 50 plantes ont
été obtenues par régénération. Les analyses des chromosomes, et la RFLP, de 20 plantes ont
identifié que les plantes sont des hybrides asymétriques.

Mizukami et al. (2006) ont obtenu des hybrides somatiques asymétriques en utilisant des
protoplastes non embryogéniques (cotylédons) de M. rugosa (2n = 30) et M. scutellata (2n = 30)
électrofusionnés avec des protoplastes de cals de M. sativa traités par |’ acide iodoacétique. Les
hybrides ont été régénérés et confirmés par les analyses moléculaire, morphologique et
cytologique.

Les caractéristiques morphologiques de huit régénérants de M. sativa- M. rugosa, €t cing
régénérants de M. sativa- M. scutellata montrent une grande ressemblance avec M. sativa avec
quelques variations : la couleur des fleurs, principalement violette, quelques individus ont des
fleurs de couleur jaune, jaune violet, et présence de feuilles et fleurs anormales. La forme des
feuilles des hybrides M. sativa- M. rugosa est semblable a celle de M. rugosa ; dans les hybrides
M. sativa- M. scutellata, les feuilles sont semblables a M. sativa. La présence de poils sur les
feuilles et les tiges est presque absente chez les hybrides comme M. sativa, aors que la présence
des poils est une caractéristique des deux especes annuelles M. rugosa et M. scutellata. Tous les
individus hybrides sont pérennes comme M. sativa. L’analyse chromosomique et la fertilité
pollinique montrent que tous les hybrides sont aneuploides ; dans |” hybride M. sativa- M. rugosa,
le nombre de chromosomes varie de 43-59, et dans | hybride M. sativa- M. scutellata le nombre
chromosomique varie de 31-35. Les hybrides sont asymétriques, le nombre complet de
chromosomes (62) existe seulement lors de la fusion des protoplastes, et au cours de la
prolifération végétative le nombre de chromosomes s est réduit jusqu’a 32. L’ aneuploidie résulte
de I’ échange ou éimination d’ ADN durant la croissance des cals dans le produit de fusion. Ces
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variations chromosomiques résultent aussi de la différence de la période du déroulement des
cycles cellulaires exprimant ainsi |’ instabilité phénotypique.

Les clones végétatifs de M. sativa- M. rugosa ont une fertilité pollinique presque normale
(76- 87 %) avec production de graines par autopollinisation. En F;, le nombre de chromosomes
est stable et est de 32. L’ analyse GISH a détecté quel ques parties de chromosomes de I’ espece M.
rugosa dans le génome de la F; qui sont introduites lors de la fusion des cellules de M. sativa et
M. rugosa. Certains clones végétatifs des hybrides M. sativa- M. rugosa ont retrouve une fertilité
pollinique presque normale et donnent des graines par autopollinisation. Cependant les hybrides
somatiques entrent M. sativa- M. scutelleta ont perdu leur fertilité femelle et aucune graine n’ est
produite par autopollinisation.
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2/ Matériel et méthodes
2.1/ Réalisation des croisements

2.1.1/ Originedu matériel végétal

Six espéeces annuelles ont été utilisées pour la réalisation des croisements. M. intertexta et
M. ciliaris de la section des Intertextae, M. arabica, M. polymorpha et M. minima de la section
de Leptospirae, et M. orbicularis de la section des Orbiculares (Tab.5).

Tab. 5: Lesdifférents échantillons d’ especes utilisées et leur s origines géogr aphiques.

Espéce mor photype Origines geogra!:)hllques du matériel
végétal
- Sanstache sur lesfolioles - Campus universitaire de Targa
- A tache noire au centre des folioles Ouzemmour (Bejaia)
M. intertexta - Sgnstachewrlesfoliolesetaux o
stipules normales - Campus universitaire de Targa
- A tache brune sur aux centre des Ouzemmour (Bejaia)
folioles et aux stipules foliacées
M. ciliaris - Senstechesur lesfolioles - Ighzer Amokrane
' - A tache noire au centre des folioles
: . - Gousse avec spire recourbée - INRA (de Oued Ghir)
M. orbicularis o
- Gousse avec spire étalée - Ilghzer Amokrane
- Grande tache noire au centre des - lghzer Amokrane
M. arabica fol '.OI% :
- Petite tache noire au centre des - lghzer Amokrane
folioles
M. polymorpha | - A tache brune ala base desfolioles - Allaghan
' - A tache noire au centre des folioles - Ighzer Amokrane
- A grosses gousses et nervures - Allaghan
M. minima pri nci.pal €s pourpres
' - A petites gousses et nervures - Ighzer Amokrane
principales vertes

2.1.2/ Mise en culture dela génération parentale

Les plantes adultes utilisées sont issues de plantules récoltées a partir de leur milieu
d origine et transplantées et parfois a partir de mise a germination des graines apres scarification.
Lascarification a été réalisée en frottant |égérement les graines entre deux bouts de papier verre.

Au laboratoire, les cultures ont été faites dans des pots en plastique de 20 cm de diamétre.
Le sol utilisé est celui du Campus universitaire de Targa Ouzemmour. Apres la transplantation,
les plantules ont é&té mises a I’ extérieur du laboratoire (sur les bords des fenétres, orientation
ouest) et sont arrosées régulierement al’ eau de robinet.

Au champ, les cultures ont été faites a méme le sol. La station utilisée se trouve a Ighzer
Amokrane (Didoun) a une altitude d’environ 300m, sol argileux et orientation est. Les cultures
au champ, quand il n’a pas plu, sont arrosées également al’ eau de robinet.

Les périodes se sont étalées du mois de décembre au mois de juin de I’année 2004 et juin
2005.
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En cas de nécessité absolue, des pesticides anti-pucerons et ceux anti-escargots ont été
utilisés au champ.

2.1.3/ Les marqueur s géenétiques

Les marqueurs génétiques utilisés sont:
- Laprésence des taches sur lesfolioles pour M. intertexta, M. ciliaris, M. arabica.
Laforme des gousses (spires étalées ou recourbées) pour M. orbicularis.
Le type de stipules (sti pules normales ou foliacées) pour M. intertexta et M. ciliaris.
La pilosité des gousses pour M. intertexta et M. ciliaris.
Couleur de lanervure principale et lataille des gousses pour M. minima.

2.1.4/ La puretédesindividus utilisés comme parents dans les croisements

Les différents morphotypes utilisés dans les différents croisements sont de lignées pures
puisque leur culture sur plusieurs générations n’a montré aucune ségrégation pour les caractéres
utilisés comme marqueurs.

2.1.5/ Latechnique de déstamination et de pollinisation

2.1.5.1/ La déstamination

Au stade juste avant I'anthése a I’ eeil nu, la déstamination a été effectuée manuellement
pour la plupart des plantes. Quelques unes seulement ont été traitées par |’ alcool.
2.1.5.1.1/ La déstamination manuelle

Apresavoir étaél’ éendard et les ailes de lafleur par une aiguille, la colonne staminale qui
enveloppe le style est libérée de la caréne par une légere pression entre le pouce et I’index. Les
étamines sont éiminées avec un petit pinceau, ensuite on lave le stigmate par un jet d'eau a
I”aide d’ une seringue pour éliminer le pollen afin de réduire les risques d autopol linisation.

2.1.5.1.2/ La déstamination par traitement al’alcool (Lesins, 1955)

Apres avoir libéré la colonne staminale et le style, on applique sur les antheres a I’aide
d'une seringue I’ acool dilué a 57% durant 6 secondes, puis immédiatement apres on procede au
ringage al’ eau de robinet en utilisant une autre seringue.

2.1.5.2/ La pollinisation

Les fleurs des parents males sont recueillies au stade danthese. Aprés les avoir
débarrassées de leurs étendards et libéré leurs colonnes staminales, elles sont directement
utilisées en les frottant doucement sur les fleurs déstaminées des parents femelles. Cette
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pollinisation est répétée pendant trois jours pour étre sir que le stigmate est arrivé a maturité et
augmenter les chances de réussite de I’ hybridation.

Les fleurs pollinisées sont marquées en accrochant un fil éiqueté au pétiole de la feuille
axillante. Cette étiquette est ensuite déplacée sur le pédoncule de la grappe, et enfin accrochée
autour des gousses obtenues.

2.2/ Laculturedelagénération F; et F, deshybrides

2.2.1/ LeMatériel végétal

2.2.1.1/ Leshybrides F; des croisementsréalisés au laboratoire

Le matériel végétal représente les graines F; obtenues des croisements interspécifiques
entre M. intertexta, M. ciliaris, M. orbicularis et M. arabica réalisés au |aboratoire.

2.2.1.2/ LeshybridesF;

Les graines F, sont celles des croisements intraspécifiques réalisés en 2004 :

- M. polymorpha a tache brune ala base des folioles @ x M. polymorpha a tache noire au
centre desfolioles & et son croisement réciproque;

- M. intertexta sans tache sur les folioles et stipules normales @ x M. intertexta (a tache
noire au centre des folioles et stipules foliacées &' ;

- M. minima avec grosses gousses et nervures principales pourpres ¢ x M. minima avec
petites gousses et nervures principales vertes &' et son croisement réciproque (Sahnoune,
2004).

2.2.2/ Lamiseen culture

La mise en culture des deux géneérations (F, et F,) a été réalisée au printemps 2005 au
laboratoire (Béjaia) qui se trouve a une atitude de 29 m, et au champ qui se trouve dans le
village Didoun (a3 Km d’' Ighzer Amokrane) d’ environ 300 m d’ atitude et d’ exposition est.

2.2.2.1/ Lamiseen culturedela premiere génération F;

Apres scarification, triage et étiquetage, les graines F; sont mises a germer dans des boites
de Pétri sur papier filtre imbibé d’ eau et placées a I’ obscurité pendant 3 a 4 jours. Apres la
germination les graines sont repiquées dans des pots en plastique et arrosées régulierement. La
culture a été effectuée au laboratoire (sur les bords des fenétres, orientation ouest).

2.2.2.2/ Lamise en culturedela deuxieme génération F;

Les gousses des croisements intraspécifiques de M. intertexta sans tache et aux stipules
normaes @ x M. intertexta avec tache et aux stipule foliacés &' et de M. polymorpha a tache
brune a la base des folioles @ x M. polymorpha a tache noire au centre des folioles &' sont
partagées en deux lots pour chaque croisement; les premiers lots sont constitués d'un petit
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nombre de gousses, cultivées au laboratoire et les seconds lots sont constitués de plusieurs
gousses, cultivées au champ.

Les gousses du croisement M. minima a grosses gousses et nervures principales pourpres 9
X M. minima a petites gousses et nervures principales vertes &' sont cultivées au laboratoire.

Les graines cultivées au laboratoire sont scarifiées, triées et étiquetées. Ensuite elles sont
mises a germer dans des boites de Pétri. Les graines germées sont repiquées dans les pots
contenant du sol argileux. Pour M. minima, on a utilisé de la terre végétale enrichie de sable
rouge arrosée une fois par une solution du sol de ses populations d’ origine. Ces pots sont placés
au laboratoire (sur les bords des fenétres, orientation est). Les graines cultivées au champ apres
scarification sont cultivées directement au sol. Le Tableau 6 donne les différents hybrides F; et
F, cultivés au laboratoire et au champ.

Tab. 6: LesdifférentshybridesF; et F, cultivés au laboratoire et au champ

Croisement | Datederécolte | Date de mise en culture
Culture au laboratoire

. ciliaris @ x M. intertexta &

. ciliaris @ x M. arabica &

. orbicularis @ x M. intertexta &

. orbicularis @ x M. ciliaris & En juin 2005

. orbicularis @ x M. Arabica &

. Arabica @ x M. intertaxta &

. orbicularis @ x M. ciliarisg$

. intertexta sans tache et aux

stipules normales @ x M. intertexta En juin 2004 23 novembre 2005

avec tache et aux stipules foilacées &

M. polymorpha atache noire @ x M.

En mars 2006

Fi
ZIZIZ L

R En juin 2004 6 décembre 2005
polymorpha atache brune &
M. polymorpha atache brune ¢ x M. En juin 2004 6 décembre 2005
polymorpha atache noire &
M. minima avec petites gousses et
' | nervures principales vertes @ x M. En juin 2004 10 décembre 2005

minima avec grosses gousses et
nervures principales pourpres &

Culture au champ

M. intertexta sans tache et aux
stipules normales @ x M. intertexta En juin 2004 janvier 2006
avec tache et aux stipules foliacées &
M. polymorpha atache brune @ x
M. polymorpha atache noire &

En juin 2004 janvier 2006

2.3/ Lafertilité pollinique
2.3.1/ L'originedu matériel végétal

Lors de la période de floraison, des échantillons de fleurs sont récoltés au stade avant
I”anthese pour tous les morphotypes des especes cultivées. Les échantillons de fleurs sont fixés
dans la solution de Carnoy |1 (constitué d’ éthanol, chloroforme, acide acétique : 6 :3 :1), dans des
tubes & essai hermétiquement fermeés, puis conservés a I’ obscurité au réfrigérateur (4°C). Le
Tableau 7 donne laliste des différents échantillons a éudier pour la fertilité pollinique.
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Tab. 7: Liste des échantillons analysés pour |’ é&ude delafertilité pollinique

LesHybrides intraspécifiqgues F; et F, expérimentaux Leshybridesinter spécifiques F; naturels

e M. intertexta sanstache et aux stipules normales @ x M. e M.intertexta @ x M. ciliaris &
intertexta avec tache et aux stipules foliacées & e M.ciliaris @ x M. intertexta &

¢ M. polymorpha atache noire @ x M. polymorpha a tache
brune &

¢ M. polymorpha atache brune @ x M. polymorpha atache
noire &

e M. minima avec grosses gousses et nervures principales
pourpres @ x M. minima avec petites gousses et nervures
vertes (normales) &

e M. minima avec petites gousses et nervures principales
vertes @ X M. minima avec grosses gousses et nervures
principales pourpres &

2.3.2/ Latechnique d’étude delafertilité pollinique

La technique utilisée pour I'éude de la fertilité pollinique est la coloration au bleu de
Coton au lactophénol selon le protocole de Mertens & Hamnersmith (1998). Le colorant est
composé de:

- 8V deglycé&rine;

- 4V dacidelactique a85% ;

- 4V d'un mélange de cristaux de phénol (1g de phénol + 4 ml d’ eau distillée)
- 2V deaudistillée;

- 1V debleudanilineal1% (0,05 ml + 100 ml d’ eau distillée).

2.3.3/ Latechnique de coloration des grains de pollen

Sous la loupe binoculaire, sur une lame de microscope dans une goutte d’ eau les anthéres
sont dégagees a partir des boutons floraux. Les antheres sont écrasées en utilisant des aiguilles
pour libérer le maximum de grains de pollen. Une fois les débris de la fleur et les anthéres sont
éliminées on laisse sécher la goutte d’eau contenant les grains de pollen. On gjoute alors une
petite goutte de bleu de coton et on recouvre d’ une lamelle. Les grains de pollen sont vite colorés
et I’observation se fait au microscope photonique. On compte entre 400 et 500 grains de pollen
par fleur puis on calcule le taux de fertilité pollinique.

Les grains de pollen colorés uniformément d' un bleu foncé sont considérés viables et
fertiles, par contre les grains de pollen de forme et de taille anormales et non colorés
uniformément sont considérés non viables et stériles.
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2.3.4/ L' évaluation du taux defertilité pollinique

Le taux de fertilité pollinique est la division de la somme des grains de pollen fertiles sur
la somme des grains de pollen fertiles et des grains de pollen non fertiles.

TF= TAN+N _
TF : Taux de feruite porinique

N : Nombre des grains de pollen fertiles
AN : Nombre des grains de pollen non fertiles.

2.4/ Analyse statistique

Lelogiciel utiliséest : STATISTICA (version 5: 1997) qui est utilisé pour :

- L’analyse des histogrammes des parameétres descriptifs importants : la fertilité pollinique
et latalle destaches;

- Letest x2 pour étudier la divergence entre les résultats expérimentaux de la ségrégation
des marqueurs géenétiques en F, et les résultats prévus par le modél e théorique ;

- Le test de la variance (ANOVA) pour détecter si les moyenne du nombre de graines/
gousse des parents M. intertexta et M. ciliaris et celles des hybrides sont
significativement différentes.

- Letest de comparaison des proportions.

2.5/ L"analyse dela méiose
2.5.1/ Lapreéparation des solutions

25.1.1/ Lefixateur

Le fixateur assure un arrét rapide des divisions cellulaires, sans léser ou détruire la
structure chromosomique et une bonne conservation du matériel végétal par son réle aseptisant.
De méme, le fixateur assure aussi une meilleur conservation pour la disponibilité du matériel
végétal pendant une longue période, lorsqu’il est conservé a I’ obscurité a 4°C (Jahier et al.,
1992).

Le fixateur utilisé est celui de Carnoy |1 :
- 6V déthanal
- 3V dechloroforme
- 1V d'acide acétique
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2.5.1.2/ Lecolorant
Le colorant utilisé est a base d’ orcéine lactopropionique préparé selon Dyer (1963).

Dans un grand erlenmeyer, dissoudre 2g d’ orcéine dans 23 ml d'acide propionique et 23
ml d’ acide lactique, ensuite gjouter de I’ eau distillée jusqu’a 100 ml et bien agiter la solution puis

filtrer. Lasolution d’ orcéine ainsi obtenue se conserve longtemps dans un flacon en verre fume.

2.5.2/ Le matéridl végétal a observer

Les antheres constituent un matériel de choix pour analyser les chromosomes. La
principale difficulté consiste a récolter les anthéres au moment ou les cellules méres des pollens
(CMP) subissent lamé ose.

2.5.3/ Lesprincipales étapes de |’analyse de la méiose

2.5.3.1/ Leprélevement et lafixation

Durant la période de floraison, sous des conditions de température fraiche et d’ humidité
optimales, les boutons floraux trés jeunes (apex des tiges en fleurs) sont prélevés et mis
immeédiatement dans des tubes a s contenant du Carnoy I1.

2.5.3.2/ L’ hydrolysea HCI

Les boutons floraux fixés sont transférés dans le HCI (1N) a60° C pendant 3 a4 minutes.
Cette étape a pour but de ramollir les cellules et éclaircir le cytoplasme. Apres I"hydrolyse, les
boutons floraux sont remis & nouveau dans le fixateur.

2.5.3.3/ Lechoix des boutons flor aux

Sous la loupe binoculaire les plus jeunes boutons floraux sont disséqués a I’ aide de deux
aiguilles, puis chague fleur choisie est prise isolément dans une autre lame bien propre en lui
gjoutant une goutte d’eau. Les anthéres sont alors séparées a I’aide d'une aiguille. On laisse
sécher la goutte d’ eau puis on passe ala coloration.

2.5.3.4/ La coloration

Sur la lame préparée, recouvrir |’ échantillon par une goutte de la solution d orcéine et
couvrir d une lamelle. Mettre du papier filtre sur la lamelle pour absorber le surplus du colorant
en exercant une légere pression avec le pouce pour étaler les anthéres et libérer les cellules méres
polliniques.
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2.5.3.5/ L’ observation

Les cellules meres sont repérées facilement au microscope photonique a I'aide d’'un
objectif de grossissement (G =10 ou G = 12,5). L’ observation des chromosomes est obtenue par
un grossissement supérieur, le plus souvent avec | e grossissement (G = 100).

Les lames sont conservées pendant quelques jours en luttant les lames avec du vernis a
ongles transparent.

2.6/ La photographie

Les préparations réussies sont photographiées a |I'aide d'un appareil photo numérique
(Sony DSC-P100).
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3.1/ Analyse des croisements
3.1.1/ Cas de Medicago polymorpha

3.1.1.1/ Analyses des croisements intraspecifiques de M. polymorpha a tache noire au centre
desfolioles et M. polymorpha a tache brune a la base desfolioles.

3.1.1.1.1/ Analyse de la F; des croisementsintraspécifiques de Medicago polymorpha
3.1.1.1.1.1/ Analyse mor phologique de la F; des croisements intraspécifiquesde M.
polymorpha
Le Tableau 8 représente les résultats du croisement M. polymorpha a tache brune a la base

des folioles @ x M. polymorpha a tache noire au centre des folioles & et son croisement
réciproque obtenus en 2004 (Sahnoune, 2004) (Fig. 21).

Fig. 21 : Le morphotype M. polymorpha a tache brune ala base des folioles (a gauche) et le morphotype M.
polymorpha atache noire au centre des folioles (adroite).

Tab. 8: Les différents croisements réalisés et le nombre de gousses, de graines et des individus F;
obtenus dans les croisements intraspécifiques de Medicago polymorpha.

. e Nombrede Nombrede Effectifs phénotypiques
Croisementsréalises .
gousses obtenues | grainesobtenues desF;

. 5 individus avec tache noire

m pg:yg:p:: ZE:EE 2;?:: § X 27 146 et le reste desindividus avec
- polymorp tache brune

M. polymorpha ?tache noire 2 x 29 149 Tous avec tache noire
M. polymorpha atache brune &

Parmi les individus F; du croisement M. polymorpha a tache brune @ x M. polymorpha a
tache noire &' seulement 5 individus issus des graines semées sont présumés des hybrides par la
présence de la tache noire d’environ 5 mm de largeur, caractére du parent méle. Ces individus
ont un dével oppement normal et ont produit beaucoup de fleurs et par la suite de gousses fertiles.
Le taux faible d'hybrides obtenus (5 individus /146 graines semées) serait d0 a la technique
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utilisée qui ne prévient pas a 100% contre |’ autofécondation. De plus, d’' aprés Knowless (1944),
I” autofécondation est favorisée méme en présence d’ un pollen étranger.

Dans le croisement réciproque, M. polymorpha a tache noire @ x M. polymorpha a tache
brune &, tous les descendants F; portent la tache noire au centre des folioles, caractére du parent
femelle. Ce qui indique que la tache noire serait un caractére dominant le caractére tache brune
ou bien que |’ hybridation n’aurait pas réussi dans ce croisement.

Parmi ces individus une vingtaine de plantes ont présenté une déficience chlorophyllienne
dont une moitié a dépéri précocement et |'autre moitié a été trés peu développée (naine) et a
donné tres peu de fleurs et de gousses.

3.1.1.1.1.2/ Analyse de la fertilité pallinique de la F; des croisements intraspécifiques chez
M. polymorpha
L’ analyse de la fertilité pollinique effectuée sur les plantes F; issues du croisement M.
plymorpha a tache brune @ x M. polymorpha atache noire & et celle du croisement réciproque a
donné les résultats présentés dans le Tableau 9.

Tab. 9: Lafertilité pollinique des hybrides F; entre le mor photype a tache noire et le morphotype a
tache brune sur lesfolioles de M. polymorpha.

. Nombrede Nombredefleurs | Fertilité pollinique
Croisement . .
plantes analysées analysées (%)
M. polymorpha a\tache br uhe Qx 4 4 98-99
M. polymorpha a tache noire &
M. ponmorpha:fltache noire 9@ x 15 17 7.54. 73, 94-99
M. polymorpha a tache brune &

La plupart des fleurs de différentes plantes anal ysées ont montré une fertilité pollinique tres
élevée, elles varient de 98-99% dans le croisement M. polymorpha a tache brune @ x M.
polymorpha a tache noire & et de 94-99 % dans le croisement M. polymorpha a tache noire @ x
M. polymorpha a tache brune &' sauf pour deux individus qui ont un taux de fertilité pollinique
faible (7- 54, 73%) (Tab. 9 et Fig. 22).

H* de fleur
s

L

:. n llmmos
as ad -y € - Fertilité

pollingues (34)

[NTNT Lk o

Fig. 22: Histogramme de la fertilité pollinique de F; du croisement M. polymorpha atache noire 9
x M. polymorpha atache brune &.

56



3/ Résultats et discussions

Cette forte fertilité pollinique suggére que M. polymorpha a tache noire et M. polymorpha a
tache brune sont des variétés de la méme espece M. polymor pha.

Le taux de fertilité faible des descendants F; du croisement M. polymorpha a tache noire ¢
X M. polymorpha a tache brune & ne serait pas d( aux irrégularités de la méiose, mais a une
stérilité méle d’ origine mutationnelle puisgue des fleurs a faible fertilité pollinique (19%) et des
fleurs stériles ont été signalées chez la population parentale de M. polymorpha a tache noire
(Bouallag, 2004). Ces populations parentales ne montrent aucune ségrégation de caractéres
suggérant une origine hybride et de plus, ont montré une méose normale a 7 bivalents (2 n = 14)
comme le morphotype a tache brune (Fig. 23). La stéilité méle est codée par des génes
mitochondriaux d’ aprés Budar et Pelletier (2001) et Linke et Borner (2005).

|

Fig. 23: Méiose des parents de M. polymor pha atache brune et M. polymorpha a tache noire.
a: Metaphase |- b: Metaphase |1. Labarre d'échelle correspond & 10 pm.

3.1.1.1.2/ Analyse dela F; des croisementsintraspécifiques de M. polymorpha

3.1.1.1.2.1/ Analyse du déterminisme génétique des états de caractéres des taches sur les
folioles

7 gousses produites par les descendants F;, du croisement M. polymorpha a tache noire @ x
M. polymorpha a tache brune & ont été choisies au hasard pour la culture au laboratoire, dont 2
gousses se sont révélées hybrides et ont donné 8 plantes F».

Dans | e croisement réciproque, 13 gousses ont été prises pour la culture au laboratoire. Ces
gousses ont donné 64 plantes F,. Les autres gousses restantes sont cultivées au champ et ont
donné 200 plantes F».

3.1.1.1.2.1.1/ Analyse du déterminisme des états de caractere "tache noire" et " sans tache
noire"

Le Tableau 10 donne les différentes classes phénotypiques de la F, du croisement M.
polymorpha sans tache noire € x M. polymorpha a tache noire et son croisement réciproque
selon le type de culture.
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Tab. 10: Effectifs des classes phénotypiques de la F, du croisement M. polymorpha sans tache noire ¢ x M.
polymorpha avec tache noire &' et son croisement réciproque.

Typede Nombrede plantes 2
Parentset F; culture Avectache | Sanstache | Rapport (dd)Ic: 1) P
noire noire
Croisement : . Au champ 111 89 3:1 4056 | 0,00
M. polymorpha sanstache noire ¢
X M. polymorpha atache noire & Au 47 17 31 0.083 0.77
F,: avec tache noire laboratoire ' ' '
Croisement :
M. polymorpha a tache noire @ x Au N " .
M. polymorpha sanstache noire & | laboratoire* 4 4 31 2,66 0.10
F,: avec tache noire

* Les gousses des hybrides F; de M. polymorpha a tache noire ¢ x M. polymorpha atache brune & ont été laissées
naturellement pousser au champ. Nous avons observé que certaines gousses ont donné a la fois des individus avec
tache noire et d' autres avec tache brune. Ce qui prouve leur état hybride et que le caractére "tache noire" empéche
I’ expression du caractére "tache brune”.

* Les conditions d’ application du test % ne sont pas réunies (effectifs des classes inferieurs & 5). Nous avons utilisé
le test de comparaison de deux proportion : la proportion 4/8 (= 0,5) de la classe des individus avec tache a été
comparée a la proportion théorique de 3/4 (0,75) et la proportion 4/8 (= 0,5) de la classe des individus sans tache a
été comparée a la proportion théorique de 1/4 (0,25). Les probabilités obtenues sont toutes deux de P = 0,32
(supérieures a0,05). L’ hypothése 3 :1 est donc retenue.

D’ apres le Tableau 10, le croisement M. polymorpha sans tache noire @ x M. polymorpha a
tache noire &, au champ, a donné en F,: 111 plantes avec tache noire et 89 plantes sans tache
noire. Le test y2 de I’ hypothése du rapport 3:1 donne une probabilité P = 0,00, ce qui est trés
faible (tres inférieure a P = 0,05). L"hypothése du rapport 3:1 ne peut donc étre retenue. Avant
d interpréter ce résultat voyons ce qui se passe dans les deux autres cas.

Les descendants du croisement M. polymor pha sans tache noire @ x M. polymorpha atache
noire & (Tab.10) cultivés au laboratoire sont répartis en 47 plantes avec tache noire et 17 plantes
sans tache noire. La probabilité P pour I” hypothese du rapport 3:1 est P = 0,77 (trés supérieure a

0,05) I hypothése du rapport 3:1 peut donc étre retenue pour le cas des F, cultivés au laboratoire.

Dans le croisement M. polymorpha a tache noire @ x M. polymorpha sans tache noire &
(au laboratoire), les individus sont répartis en 4 plantes avec tache noire et 4 sans tache noire. La
probabilité P pour le rapport 3:1 est P = 0,10 (supérieure a 0,05). Dans ce cas aussi, |" hypothese
du rapport 3 :1 peut étre retenue.

Nous pouvons constater d apres ces résultats que le rapport 3:1 se retrouve seulement
lorsgue la F, est cultivée au laboratoire ou les conditions de croissance sont optimales (arrosage
régulier, absence de compétition et de sdlection, température et lumiére non excessives).

Lorsque la F, est cultivée au champ, le rapport 3:1 n’est pas vé&ifié. Ceci suggere deux
hypotheses : ou bien I’ expression du phénotype "tache noire" est inhibée par |’ excés de lumiére
(phénomene signalé par Lesins et al., 1971 pour Medicago sect. Intertextae), ou bien certains
génotypes d’individus a tache noire sont moins adaptés aux conditions au champ et seraient donc
partiellement éiminés par la sélection naturelle.
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L’ hypothese d’un gene a deux aleles N dominant (codant la présence de la tache noire) et
n récessif (codant I’ absence de |a tache noire) suggérée par les résultats de la F, est confirmée par
les résultats de la F..

3.1.1.1.2.1.2/ Analyse du déter minisme génétique des états de caractere " tache brune" et
" sanstache brune"

Le Tableau 11 donne les effectifs des différentes classes phénotypiques de la F, du
croisement M. plymorpha a tache brune 2 x M. polymorpha sans tache brune & et son
croisement réeciproque selon le type de culture.

Tab. 11: Effectifs des classes phénotypiques de la F, du croisement M. polymorpha a tache brune ¢
X M. polymorpha sanstache brune &.

Typede Nombre de plantes 2
Parentset F; culture Avectache | Sanstache | Rapport (dd)lcz 1) P
brune brune
Croisement : Au champ 29 171 3:1 390,42 0,00
M. polymorpha a tache brune ¢ x
M. polymorpha sanstache brune & Au . 16 48 3:11 85,33 0,00
F,: avec tache noire |aboratoire
Croisement :
M. polymorpha sanstache brune ¢ Au " . .
X M. polymorpha atache brune & laboratoire 4 4 3:1 0,888 0,10
F,: avec tache noire

* condition d’ application du test x* non respectées (effectifs < 5). Le test de comparaison de deux proportions a été
utilisé (voir Tab.11) et I’ hypothése 3 :1 a été retenue.

Les tests de 2 (Tab.11) du rapport 3:1 supposant un géne & deux alléles B dominant
(codant la présence de la tache brune) et b récessif (codant I’ absence de la tache brune) a donné
des probabilités tres faibles. L’ hypothése du rapport 3:1 n’'est pas vérifiée. Ceci serait di au fait
que la présence du géne N (présence de la tache noire) est épistatique sur B (présence de latache
brune). Autrement dit, parmi les individus sans tache brune, ceux portant un allele N présence de
la tache noire) ne voient pas leur tache brune s exprimer quand bien ils portent I’alléle B
(présence de latache brune).
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3.1.1.1.2.1.3/ Analyse combinée du déter minisme géenétique des états de caractéres "tache
noire" et "tache brune"
Le Tableau 12 donne les effectifs des différentes classes phénotypiques des individus F, du
croisement M. polymorpha a tache brune ¢ x M. polymorpha a tache noire 4 et son croisement
réciproque selon le type de culture.

Tab. 12: Effectifs des classes phénotypiques du croisement M. polymorpha a tache brune @ x M.
polymorpha & atache noire et son croisement réciproque.

Tvoe de Effectifs observés 2
Parent et F, yp Avectache | Avectache | Sans | Rapport X P
culture : (ddl =2)
noire brune tache
Croisement :
M. p0|ymorpha atache Au champ 111 29 60 12:3:1 192,56 0,00
brune @ x M. polymorpha a
tache noire & Au 1 .
F,: avec tache noire |laboratoire 4 16 1 12:3:1 3,604 0,16
Croisement :
M. polymorpha a tache Au
noire ¢ x M. polymorphaa | | "= 42 42 0 12:3:1 5,33 0,07
tache brune &
F,: avec tache noire

1- condition du test de ¥ enfreintes (effectif <5). Le test 5 de I hypothése 12:4 (aprés avoir réuni la 2°™ et la 3°™
classe) adonné y? = 0,083 avec P = 0,77 (>>0,05) : I’hypothése 12 :4 et (par ricochet) celle de 12 :3 :1 sont retenues.
2- Effectifs < 5 pour toutes les classes. L'application du test de comparaison des proportions observées des trois
classes (0,5, 0,5 et 0 respectivement) aux proportions théoriques (0,75, 0,1875 et 0,0625) a donné des probabilités
respectivement de P, = 0,33, P, = 0,21 et P; = 0,48, sont supérieures a 0,05, I"hypothése 12 :3 :1 est donc retenue.

Nous avons vu précédemment que lorsgue le caractére "tache noire" est présent |le caractére
"tache brune" n’est pas exprimé quand bien méme |’ alléle B (codant la tache brune) est présumé
étre présent. Ce qui suggere une épistasie de I’allele N (tache noire) sur I’aléle B (tache brune).
Cette hypothése prévoit en F, un rapport 12:3:1.

Letest 52 (Tab.12) montre que cette hypothése est vérifiée pour les hybrides F, cultivées au
laboratoire (P > 0,05) mais pas vérifiée pour les F, cultivées au champ. La non veérification de
cette hypothese sur les hybrides F, au champ peut étre attribuée a |’ effectif accru des individus
sans taches (Tab. 12 et Fig. 24, d). Cet effectif accru des sans taches serait d(i, comme mentionné
précédemment, a I’excés de lumiére défavorisant I’expression des taches ou a une fable
compétitivité de certains individus portant les caractéres de tache.

Sous cette hypothése, les génotypes et les phénotypes des parents et des hybrides F1 et F2
Seraient comme suit :

Génération parentale:

Phénotype: Parent 1 avec tache noire x Parent 2 avec tache brune
Génotype: NNbb X nnBB

Gametes:: 1Nb 1nB
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Génération F; :

Génotype:

100% NnBb

Phénotype : 100% avec tache noire
Gametes: ¥4 NB, YaNb, ¥4nB, ¥anb
Génération F, : croisementde F; x F;
Fréquences géenotypiques :

Y2NB %aNb YanB Yanb
% NB | /16 NNBB | 1/16 NNBb | /16 NnBB | 1/16 NnBb
% Nb | 716 NNBb | 1/16 NNbb | /16 NnBb | 1/16 Nnbb
%nB | /16 NnBB | /16 NnBb | /16 nnBB | 1/16 nnBb
Yanb | /16 NnBb | /16 Nnbb | /16 nnBb | 1/16 nnbb

Fréquences phénotypiques:

9/16 N-B -
3/16 N-bb

} 12 avec tache noire

3/16 nnB- }+ 3 avec tache brune
/16 nnbb 3 1 sanstache

La répartition en cloche des différentes classes de tailles des taches suggere que ces
caracteres seraient quantitatifs, c'est-a-dire, codés par plusieurs génes (Fig.24).
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Fig. 24: Variabilité de lataille des taches noire et brune sur lesfoliolesde laF; du
croisement M. polymorpha a tache noire @ x M. polymorpha atache brune &.

a: au champ cultivé en janvier 2006 ; b : au laboratoire cultivé en décembre 2005

61



3/ Résultats et discussions

3.1.1.1.2.2/ Phénoméne de nanisme chez les descendants F, du croisement intraspécifique
chez M. polymorpha

Parmi les descendants F cultivés au champ, 116 ont montré un développement normal et
84 sont nains dont 10 a déficience chlorophyllienne. Au laboratoire, 56 plantes F, ont montré un
développement normal et 8 plantes sont naines (Fig. 25). Ce phénomeéne de nanisme, suggéere que
les génomes des deux morphotypes parentaux sont assez différents et comportent des genes
incompatibles défavorisant le développement des hybrides F,. Cette faiblesse hybride des F,
contribue certainement a la limitation du flux de génes entre le morphotype a tache noire et le
morphotype a tache brune qui formeraient de ce fait deux compartiments d'un méme complexe
d’ especes. Ce phénomene de nanisme, a déja été signaé par d’ autres auteurs chez les hybrides
intraspécifiques F, chez M. polymorpha.

D’aprés Lesins et Lesins (1979) I'état nain des descendants hybrides F, issu d'un
croisement entre une plante a gousses épineuses et une plante a gousses inermes chez M.
polymorpha est causé par la déficience dans la production de la chlorophylle. Apparemment,
pour une synthése normale chez les parents, deux différentes voies sont concernées pour la
production de la chlorophylle.

D’aprés De Haan et Barnes (1998), le caractére nain absent chez les parents et chez les
descendants hybrides F; est codé par deux genes (Dwl, Dw2) avec une épistasie récessive
partielle. Les descendants F, nains présentent des tiges, des entres neeuds, des pétioles et des
feuilles beaucoup plus courts que les parents.

Fig. 25: Nanisme chez les hybrides F, du croisement M. polymorpha a tache brune ¢ x M. polymorpha a
tache noire &'. Individus nains a gauche et individus normaux a droite.
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3.1.1.1.2.3/ Analyse de la fertilité pallinique de la F, des croisements intraspecifiques chez
M. polymorpha
L'andyse de la fertilité pollinique effectuée sur les plantes F, du croisement M.
plymorpha a tache brune @ x M. polymorpha a tache noire &' et son croisement réciprogue est
présentée dans le Tableau 13.

Tab. 13: Lafertilité pollinique de la F, entre le mor photype a tache noire et le mor photype a tache
brune sur lesfolioles de M. polymorpha.

Croisements Nombrede’ Nombrede’fleurs Fertilité pollinique
plantes analysées analysées (%)
M. polymorpha:f\tache brgne Qx 2 2 97-99
M. polymorpha a tache noire &
M. polymorpharfltache noire @ x 10 10 97-100
M. polymorpha a tache brune &

Lafertilité pollinique des deux croisements est trés élevée et elle varie de 97- 99% dans le
croisement M. polymorpha a tache brune @ x M. polymorpha a tache noire et 97-100% (Tab.13)
dans le croisement M. polymorpha atache noire ¢ x M. polymorpha atache brune &.

3.1.2/ Cas de Medicago intertexta

3.1.2.1/ Analyse du croisement intraspécifique de Medicago intertexta sans tache sur les
folioles et aux stipules normales @ x M. intertexta a tache brune au centre des
folioles et aux stipulesfoliacées &.

3.1.2.1.1/ Analyse dela F; du croisement intraspécifique de Medicago intertexta.

3.1.2.1.1.1/ Analyse morphologique de la F; du croisement intraspécifique de Medicago
intertexta.

Le Tableau 14 représente les résultats du croisement M. intertexta sans tache sur les
folioles et aux stipules normaes @ x M. intertexta a tache brune au centre des folioles et aux
stipules foliacées &' réalisés en 2004 (Sahnoune, 2004) (Fig. 26 et 27).

Fig. 26 : Le morphotype M. intertexta avec tache brune au centre desfolioles.
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Fig. 27 : Le morphotype M. intertexta a tache brune au centre des folioles et aux stipules foliacées (a
gauche) et le morphotype M. intertexta sans tache et aux stipules normales (a droite).

Tab. 14: Nombre de gousses et de graines et les individus F; obtenus aprés croisement
intraspecifique chez Medicago intertexta.

. Typede Nombrede Nombrede Effectifs phénotypiques des
Croisements .
culture gousses obtenues | graines obtenues F,
M. intertrxta sans tache, 5 individus avec tache brune
aux stipules normales 9x AU cham 4 21 et gtipules normales le reste
M. intertexta avec tache et P tous sont sans tache et aux
aux stipules foliacées & stipules normales

Dans le croisement M. intertexta sans tache et aux stipules normales @ x M. intertexta avec
tache et aux stipules foliacées &, 4 gousses ont été obtenues et ont donné 21 individus, dont 5
sont présumés des hybrides par |a présence de la tache brune au centre des folioles (Tab. 14)
mais aux stipules normales. Cela indique que les états de caractéres "tache brune" et "stipules
normales’ seraient dominants et les états des caracteres "sans tache au centre” et "stipules
foliacées" seraient récessifs.

Le nombre de gousses obtenues dans le croisement M. intertexta sans tache et aux stipules
normales @ x M. intertexta avec tache et aux stipules foliacées &' est faible (4 gousses) par
rapport au nombre des gousses obtenues dans les croisements intraspécifiques de Medicago
polymorpha (29 gousses). Cela est di au fait que M. intertexta supporte moins le stress de la
mani pulation des fleurs que M. polymor pha.

La proportion d'individus hybrides est plus élevée chez M. intertexta (5/21) que chez M.
polymorpha (5/176). Il est utile de rappeler ici que M. intertexta est une espéce alogame
(allofécondation favorisée/ autofécondation) tandis que M. polymorpha est une espéce autogame
(autofécondation favorisee/ alofécondation) (Heyn, 1963, Lesins et Lesins, 1979 & Abdelkefi et
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al., 2001). De plus, d' apres Novoselova (2003), M. intertexta se compte parmi les espéces
annuelles de Medicago les moins cleistogames. La cleistogamie favorise |’ autogamie tandis que
la chasmogamie favorise I’ allogamie.

3.1.2.1.1.2/ Analyse de la fertilité pollinique de la F; du croisement intraspécifique de
Medicago intertexta

Le taux de fertilité pollinique effectué sur 16 fleurs des descendants hybrides (5 plantes) F;
obtenus varie de 78- 99% dans le croisement M. intertexta sans tache et aux stipules normales ¢
X M. intertexta avec tache et aux stipules foliacées &. Ce qui suggere que les deux morphotypes
M. intertexta sans tache et aux stipules normales et M. intertexta avec tache et aux stipules
foliacées sont deux variétés de laméme espece M. intertexta.

L’ analyse de la méiose effectuée sur les populations parentales et les descendants F; ont
montré une ségrégation normale a 8 bivalents (Fig. 28).

a‘ b ]
! . I

Fig. 28: Méiose normale chez Medicago intertexta.

a: Métaphase | de M. intertexta avec stipules normales (été 2005)- b: Métaphase | de M. intertexta
avec stipules foliacées (printemps 2006). La barre d' échelle correspond a 10 pm.

3.1.2.1.2/ Analyse dela F, du croisement intraspecifique chez M. intertexta

3.1.2.1.2.1/ Analyse du déterminisme génétique des éats de caractére " tache brune" et sans
"tache brune" au centredesfolioles

12 gousses produites par les descendants F; du croisement M. intertexta sans tache et aux
stipules normales @ x M. intertexta avec tache et aux stipules foliacées &' ont été choisies au
hasard pour la culture au laboratoire, et ont donné 86 plantes F,. Les autres gousses ont été
cultivées au champ et ont donné 289 plantes F,. Le Tableau 15 donne les effectifs de classes
phénotypiques de la F, du croisement M. intertexta sans tache @ x M. intertexta avec tache &
selon le type de culture.
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Tab. 15: Effectifs des classes phénotypiques dela F, du croisement M. intertexta sanstache @ x M.

intertexta a tache brune J&.
Nombre de plantes
Typede Avec tacheau | Sanstacheau x>
Parentset F, culture centre des centre des Rapport (ddl =1) P
folioles folioles
Croisement : .
M. intertexta sanstache, 9 x M. Au champ 77 212 3:1 360,416 0,00
intertexta avec tache & AU
F,: avec tache brune au centre des lab . 68 18 3:1 0,76 0,38
folioles abor atoire

L es descendants cultivés au champ (Tab.15) sont répartis en 77 plantes avec tache brune au
centre des folioles et 212 plantes sans tache. Le test y2 de I’ hypothése du rapport 3:1 donne P =
0,00 (tresinférieure 2 0,05). L” hypothése du rapport 3:1 ne peut donc étre retenue.

Au laboratoire, les descendants sont répartis en 68 plantes avec tache brune au centre des
folioles et 18 plantes sans tache. Le test y (Tab.15) de |’ hypothése du rapport 3:1 donne P = 0,38
(supérieure a2 0,05). L’ hypothése du rapport 3:1 peut donc étre retenue.

D’ apres ces résultats, le rapport 3:1 est vérifié lorsque la F, est cultivée au laboratoire
(oriontation est) ou les conditions de croissance sont favorables (arrosage régulier, température et
lumiére non excessives). Par contre le rapport 3:1 n’est pas vérifié lorsque la F, est cultivée au
champ. Au champ, la proportion des individus sans tache est excessive. Ceci serait di au fait que,
lorsque les individus sont trop exposés a la lumiére, I’expression de la tache est inhibée,
phénomene aussi signalé par Lesins et al. (1971).

Nous retenons donc I’ hypothése d’ un gene a deux alléles avec B allele dominant codant
pour le caractére "tache brune" et b aléle récessif codant pour le caractére "sans tache”.

La grande variabilité de la taille de la tache au centre des folioles suggére que ce caractére
serait quantitatif (Fig. 29).
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Fig. 29 : Variahilité de lataille de latache brune au centre des folioles dansla F, du croisement M.

intertexta avec tache @ x M. intertexta sanstache J.
a : culture au champ (janvier 2006)- b : culture au laboratoire (décembre 2005).

3.1.2.1.2.2/ Analyse du déterminisme génétique des états de caractere " stipules normales'

et " stipulesfoliacées’ .

Le Tableau 16 donne les effectifs des différentes classes phénotypiques de la F, du

croisement M. intertexta aux stipules normales @ x M. intertexta aux stipules foliacées & selon le

type de culture.

Tab. 16: Effectifs des classes phénotypiques dela F, du croisement M. intertexta aux stipules
normales @ x M. intertexta aux stipules foliacées J.

Tvoe de Nombre de plantes 2
Parentset F; yp Avec dtipules | Avec dtipules | Rapport X p
culture r (ddl =1)
normales foliacées
Croisement :
M. intertexta aux stipulesnormales | Au champ 253 36 3:1 24,25 0,00
Q@ x M. intertexta aux stipules
foliacées & AU
F,: avec tache brune au centre des . 72 14 3:1 3,488 0,61
folioles laboratoire
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Les descendants F, cultivés au champ sont répartis en 253 plantes avec des stipules
normales et 36 plantes avec des stipules foliacées. Le test 2 (Tab. 16) de I’ hypothése du rapport
3:1 donne P = 0,00 (trésinférieure & 0,05). Cette hypothése ne peut donc étre retenue.

Concernant les individus F, cultivés au laboratoire, ils sont répartis en 72 avec stipules
normales et 14 avec stipules foliacées. Letest y2 de I’ hypothése du rapport 3:1 (Tab. 16) donne P
= 0,061 (tres supérieure a 0,05). Cette hypothese peut donc étre retenue.

La proportion des individus F, aux stipules foliacées est de 0,12 pour la culture au champ
et de 0,16 pour la culture au laboratoire. Le test de comparaison de deux proportions a montré
que ces deux valeurs (0,12 et 0,16) sont statistiquement identiques (P = 0,33). Ces deux
proportions sont toutes deux différentes de la valeur de 0,25 prévue par I’ hypothese 3:1. Les
individus aux stipules foliacées sont moins nombreux qu'il était attendu. Cette réduction de la
proportion des F, aux stipules foliacées serait due au fait que la F, anaysée n'est pas issue
uniquement des croisements F; mais aussi des croisements F; avec d autres individus de M.
intertexta et M. ciliaris cultivés a coté des F;. Pour preuve nous avons observeé parmi les F, des
individus hybrides entre M. intertexta et M. ciliaris reconnaissables a leurs gousses |égéerement
poilues, fertilité pollinique réduite (8- 35%) et méoses irréguliéres. 32/86 individus (37%) en
culture au laboratoire se sont ainsi révélés de nature hybride.

Le rapport 3:1 prévoyait 64 individus aux stipules normales et 22 individus aux stipules
foliacées. A cause du croisement des F; avec M. ciliaris, grace aux insectes, |’ effectif des
serait réduit de 37% (fréquence des hybrides) c'est-a-dire de 8 individus. Si nous retranchons 8
individus des 22 attendus nous retrouvons les 14 individus observés.

Sans I’ hybridation des F; avec M. ciliaris, nous devrions avoir au laboratoire 64 individus
aux stipules normales et 22 individus aux stipules foliacées. Le test x> du rapport 3:1 avec ces
effectifs donne xz(l) = 0,015 et P=0,90 (rapport 3:1 hautement probable).

Au champ, 217 F, aux stipules normales et 72 aux stipules foliacées étaient attendus en
absence des croisements des F; avec M. ciliaris. En supposant une fréguence d’ hybridation de
37% des F; avec M. ciliaris, nous nous attendrions a 226 F, aux stipules normales et 63 aux
stipules foliacées. Le test x> de ces nouveaux effectifs donne x%1) = 1,57 et P = 0,2. L’ hypothése
du rapport 3:1 est donc aussi vérifiée.

L’ hérédité du type de stipules chez M. intertexta dépend d’ un gene chromosomique a deux
alléles avec S dominant codant pour "stipules normales’ et s récessif codant pour "stipules
foliacées".
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Autreraisonnement :

Soient Ss le génotype des F; femelles, (1- x) Ss la proportion des F; méle et x S.& la
proportion des individus M. ciliaris males ayant participés al’ obtention de la F..
Nous avons:

SsQ X (1-x)Ssd + xSS&J
Gametes. [ 2 S %(1-x)S + X&
[st] Lz(l—x)s ]
Formules gamétiques:

Parents Q: 2SS+ %2 s
Parents 3': (Ya—x/2) S+ X S + (Y2-x/0) s

LaF,: GaméetesQ Gameétes d Génotypes F, Phénotypes F»
(%-x) S (%-x)SS )
S —» X Xl> SS hybrides
(2-xI2) s (Ya- 1) SS Stipules normales
(2-xl5) S (Ya-xz) Ss
Y5s Z, X S x/> S:s hybrides_/
N 1wy s Wa-xigss ) Stipulesfoliacées

Détermination de x (proportion des gamétes &' de M. ciliaris ayant participé alaformation
delaF,):
X/, SS + X/, Scs = 0,37 (proportion des hybrides avec M. ciliaris au laboratoire).
Xl + x/, =0,37 => x = 0,37.
Proportion des F, aux stipules foliacées est (Va- x/4) Ss.
En remplacant x par 0,37, cette proportion est de % - 0,37/4 = 0,1575 ~ 0,16, proportion des F, aux
stipules foliacées observée au laboratoire.
Le test de y? des résultats de ce raisonnement :
Effectifs observés : 72 stipules normales + 14 stipules foliacées.
Effectifs théoriques : 72,455 stipules normales + 13,545 stipules foliacées.
Les résultats sont : Xz(l) = 0,018 avec P = 0,89 (hypothese hautement probable).
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3.1.2.1.2.3/ Analyse combinée des caractér es de tache sur lesfolioles et detype de stipules.

Le Tableau 17 donne les effectifs des différentes classes phénotypiques de la F, du
croisement M. intertexta sans tache et stipules normales @ x M. intertexta avec tache et stipules
foliacées J.

Tab. 17: Effectifs des classes phénotypiques de la F, du croisement M. intertexta sans tache sur les
folioles et aux stipules normales @ x M. intertexta avec tache sur lesfolioles et aux stipules

foliacées &.
Nombre de plantes F, issuesdela F;
Typede Avec tacheau centre | Sanstacheau centre v
Parentset F; culture desfolioles desfolioles Rapport (ddl = 3) P

stipules stipules stipules stipules

normales | foliacées | normales | foliacées
Croisement :
M. intertexta sans Au champ 61 16 192 20 9:3:3:1| 441,06 0,00
tache, stipules
normales @ x M.
intertexta avec tache
e stipulesfoliacees Au 57 11 15 3 | 9:3:3:1| 4204 | 023
J laboratoire

F.: avec tache et
stipules normales

* Effectif inférieur 5 enfreignant les conditions d’ applications du test y2: lareprise du test x* de |’ hypothése 9 :4:3
(effectifs observés: 57, 14 et 15) a donné 32 = 4,23 avec P = 0,12 (supérieure & 0,05) ; I hypothése 9:4:3 donc, par
ricochet 9:3:3:1, peut étre retenue.

Le test x> (Tab.17) de I’ hypothése 9:3:3:1 est vérifiée pour les F, cultivées au laboratoire
avec P = 0,23 (trés supérieure a 0,05) mais pas vérifiée pour les F, cultivées au champ avec P =
0,00 (trésinférieure a 0,05). La non vérification de cette hypothése sur les F, au champ peut étre
attribuée a I’ effectif accru des individus sans taches (Tab.17) et le croisement interspecifique
avec M. ciliaris.

L’ effectif accru des sans taches serait di a |’ excés de lumiére défavorisant I’ expression des
taches, phénomene signalé par Lesins et al. (1971).

L’ hypothese de deux genes indépendants du rapport 9:3:3:1 codant pour la présence/
absence de la tache brune au centre des folioles et le type de stipules est retenue. Nous serions
donc en présence de deux genes indépendants :

Géne 1. dlele B : dominant, codant pour la présence de la tache brune au centre des folioles;
allele b : récessif, codant pour |’ absence de latache.

Géne 2: dléle S: dominant, codant le type normal des stipules;
aléle s: récessif, codant pour le type foliacé des stipules.
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Sous cette hypothese, les génotypes et les phénotypes des parents et des hybrides F1 et F2
seraient comme suit :
Génération parentale:

Phénotype: Parent 1 sanstache X Parent 2 avec tache brune
et aux stipules normales et aux stipulesfoliacées

Génotype: bbSS X BBss

Gameétes: 1bS 1Bs

Génération F; :

Génotype: 100% BbSs

Phénotype : 100% avec tache brune et aux stipules normales
Gameétes: ¥4 BS, ¥4 Bs, ¥4 bS, Yabs

Génération F, : croisement de F; x F;

Fréquences géenotypiques :

YaBS YaBs YabS Yabs
% BS | 1/16 BBSS | 1/16 BBSs | 1/16 BbSS | 1/16 BbSs
%Bs | 1/16BBSs | 1/16 BBss | 1/16 BbSs | 1/16 Bbss
¥bS | 1/16 BbSS | 1/16 BbSs | 1/16 bbSS | 1/16 BbSs
Yabs | 1/16 BbSs | /16 Bbss | 1/16 bbSs | 1/16 bbss

Fréquences phénotypiques:

9/16 B—S- 9 avec tache brune et aux stipules normales
3/16 B-ss 3 avec tache brune et aux stipules foliacées
3/16 bbS- 3 sanstache et aux stipules foliacées

1/16 bbss 1 sanstache et aux stipules normales

3.1.2.1.3/ Analyse de la fertilité pollinique de la F, du croisement intraspécifique M.
intertexta sans tache et aux stipules normales @ x M. intertexta avec tache et

aux stipulesfoliacées J.

L’analyse de la fertilité pollinique a porté sur 50 plantes F, cultivées au laboratoire du
croisement M. intertexta sans tache et aux stipules normales @ x M. intertexta avec tache brune
et aux stipules foliacées &'. En tout 64 fleurs ont été analysées et les taux de fertilité pollinique
sont de 70-99%, valeurs élevées et non différentes de celles trouvées pour les parents (78- 99%).

Le développement normal des individus F, et leur haute fertilité pollinique confirment le
statut taxonomique de variété du morphotype aux stipules foliacées.
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3.1.2.2/ Analyses des croisementsinter spécifiques entre Medicago intertexta et M. ciliaris.

3.1.2.2.1/ Analyse des hybrides entre Medicago intertexta et M. ciliaris.

Latentative de croisement expérimentale par la technique manuelle de Medicago intertexta
et M. ciliarisn’apasjusqu’ici donné de résultats (Sahnoune, 2004).

Cependant, la culture au champ de plantes de M. intertexta (Fig. 30) et de M. ciliaris (Fig.
31) apermis d obtenir des hybrides F; entre ces deux espéces grace a des insectes pollinisateurs
butinant sur leurs fleurs. Ces insectes appartiennent essentiellement a différentes espéces
d’ abeilles solitaires ou de papillons (Fig. 32).
Ce sont ces hybrides F; obtenus gréce aux insectes que nous allons anal yser.

Fig. 30: M. intertexta en culture au champ.
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Fig. 31: M. ciliarisen herbier.
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Fig. 32 : Insectes butinant sur les fleurs de Medicago intertexta.
aetb : abeilles solitaires; ¢ : papillon.

3.1.2.2.1.1/ Analyse mor phologique de la F; du croisement M. intertexta Q@ x M. ciliaris &.

Le Tableau 18 résume les principaux caracteres morphologiques des hybrides en
comparaison avec leurs parents M. intertexta et M. ciliaris.

Tab. 18: Principaux caractéeres distinguant les hybrides interspécifiques F; de leurs parents M.
intertexta et M. ciliaris.

Principaux caractéres M. intertexta Hybrides M. ciliaris
Nombresde fleurs par grappe (1) 2-12 2-6 1-5
Pilosité de gousses Glabres Peu poilues Tres poilues
Longueur des épines des gousses ~4mm 2-3mm 2mm
Nombre moyen de grainesfertiles par gousse 8,4+2,03 243 £125 7,89+ 1,55

Le caractére qui nous a permis au premier abord de reconnaitre ces hybrides est |a pilosité
des gousses qui est moindre chez les hybrides, absente chez M. intertexta et dense chez M.
ciliaris (Fig. 33).
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Fig. 33 : Lapilosité des gousses chez les parents et les hybrides F; du croisement M. intertexta @ x M. ciliaris &.
a: gousses glabres de M. intertexta ; b : gousses trés poilues chez M. ciliaris; ¢ : gousses peu poilues
chez les hybrides ;.

Le résultat trés intéressant a retenir est le nombre moyen de graines fertiles par gousses des
hybrides (2,43 £+ 1,25) qui différe de fagon trés hautement significative (test LSD, P = 0,00) de
ceux de M. intertexta (8,4 + 2,03) et M. ciliaris (7,89 £ 1,55) (Tab. 18 et Annexe 1).

Ce résultat confirme |’ observation faite sur une population d’'El Kseur ou M. intertexta et
M. ciliaris poussent en mélange et dont certains individus soupconnés hybrides entre les deux
especes ont montré un nombre de graines fertiles par gousse relativement réduit (Messaoudi,
2002).
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3.1.2.2.1.2/ Analyse de la fertilité pollinique des hybrides F; entre Medicago intertexta et M.
ciliaris.
Le Tableau 19 donne les taux de fertilité pollinique des hybrides F; entre ces deux especes
cultivés au laboratoire et de ceux cultivés au champ.

Tab. 19: Lafertilité pollinique des hybrides F; entre M. intertexta et M. ciliaris.

Croi Nombrede Nombredefleurs Fertilité pollinique
roisements . B’
plantes analysées analysées (%)
M. intertexta @ x M. ciliaris & 32 59 6-35
M. ciliaris @ x M. intertexta & 4 10 7-26

L’ analyse de la fertilité pollinique des hybrides F; du croisement M. intertexta @ x M.
ciliaris & cultivés au laboratoire a montré des taux de fertilité pollinique faibles variant entre 6-
35% (Tab. 19). Pour le croisement inverse (M. intertextax @ x M. ciliaris &), les taux de fertilité
pollinique sont de 7-26%. Nous avons observé une grande fluctuation des fertilités polliniques
au cours de la vie des individus de M. intertexta et M. ciliaris méme lorsqu’ils ne sont pas
d’origine hybride. Cette fluctuation du taux de fertilité pollinique n'a pas été signalée dans la
bibliographie pour M. intertexta et M. ciliaris. D’apres Mertens & Hamnersmith (1998), la
fluctuation de la fertilité pollinique chez les plantes peut étre attribuée aux conditions du milieu
(humidité, température). De ce fait nous basons nos interprétations sur les plus forts taux de
fertilité pollinique obtenus.

L’ observation de facon répétée d’'un taux de fertilité pollinique ne dépassant pas 35%
permet de préciser le statut des deux taxa M. intertexta et M. ciliaris. Cette interfertilité réduite &
lafois en conditions expérimentales et en conditions naturelles démontre que M. intertexta et M.
ciliaris méritent plutét le statut de sous-especes au lieu de celui d’ espece. Cette interprétation
rejoint celle de Lesins et al. (1971) qui ont rapporté un taux de fertilité pollinique de 40% pour
les hybrides F; entre M. intertexta et M. ciliaris. La Figure 34, montre des grains de pollen
normaux (fertiles) et des grains de pollen anormaux (non fertiles) chez les hybrides F; entre M.
intertexta et M. ciliaris.

Grain de pollen normal
(fertile)

Grain de pollen anormal
(non fertile)

Fig. 34 : Photographie des grains de pollen des hybrides F, entre M. intertexta Q et M.
ciliaris. Labarre d’ échelle correspond & 10 pm.
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3.1.2.2.1.3/ Analyse dela méiose des hybrides F; entre M. intertexta et M. ciliaris.

L’ analyse des cellules meres polliniques des hybrides F; du croisement M. intertexta @ x
M. ciliaris & a révélé des irrégularités de la méiose. Ces irrégularités de la méiose sont la
présence de chromosomes univalents en métaphase | (Fig.35 a) et des chromosomes
retardataires en télophase Il (Fig. 35, b). Ces deux types d anomalies de la méiose sont liés a
I état hybride des noyaux. Il y a apparition de chromosomes univalents (monovalents) a cause de
la non homologie parfaite des deux caryotypes parentaux engendrant un non appariement des
chromosomes au stade métaphase |. Dans les méioses analysees, e nombre d’ univalents semble
varier de 0 48 correspondants a 8-4 bivalents (voir Tab. 20).

Tab. 20: Interprétation des métaphases| chez leshybrides F; entre M. intertexta x M. ciliaris.

Nombre de blocs Nombrede Nombre d’univalents | Nombre de paires chromosomiques
chromosomiques | bivalents déduits déduits concer nées par le non appariement
8 8 0 0
9 7 2 1
10 6 4 2
11 5 6 3
12 4 8 4

Il semblerait que le taux de réussite des appariements des 2 chromosomes d’ une paire serait
proportionnd au degré d’ homologie des 2 chromosomes. Le taux de fertilité pollinigue maximal
de 35% observeé pour les hybrides F; correspondrait hypothétiquement essentiellement au taux de
cellules méres ou I’ appariement aurait réussi. Il serait intéressant de pousser les observations afin
de confirmer ou infirmer cette hypothese.

D’ autres anomalies ont aussi été observées sur les préparations de jeunes anthéres alafois
des hybrides F; et des individus de type parental. Ces anomalies sont essentiellement la
formation de ponts de viscosité (Fig. 35, ¢), la cytomixie (Fig. 35, d et €), les micronoyaux (Fig.
35, f et g) et lestétrades anormales (Fig. 35, h, i, j et k).

D’ apres Pires Bione et al. (2000), Bellucini (2003) et Sheidai et fadaei (2005), la viscosité
chromosomique et la cytomixie sont des anomalies liées aux facteurs environnementaux. Les
cellules montrant des ponts de viscosité vont conduire a une dégénérescence des noyaux
(pycnose) et par la suite ala mort des cellules. La cytomixie (échanges de chromosomes entre
cellule adjacentes), a comme conseéquence la formation de cellules aneuploides conduisant dans
la plupart des cas alaformation de gameétes non fonctionnels.

Les chromosomes retardataires, anomalie liée au phénoméne de I hybridation, peuvent étre
dus aux chromosomes univalents formés en métaphase |. Ces chromosomes retardataires vont
former des micronoyaux et par la suite des polyades (tétrades anormales, péntades, dyades)
(Pupilli et al., 1995 & Mendes- Bonato et al., 2001). Les tailles des microspores formées sont
différentes et le taux de fertilité pollinique fertiles sera réduit.
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Fig. 35 : Anomalies associées aux méioses des hybrides entre Medicago intertexta et M. ciliaris.

a : Métaphase | anormale (présence de univalents) ; b : Télophase |1 avec un chromosome

retardataire ; ¢ : Télophase Il avec un pont de viscosité ; d : Cytomixie chez le parent M. intertexta ; e
Cytomixie chez lesindividus hybrides ; f : Télophase |1 avec deux micronoyaux ; g : Télophase Il avec
un micronoyau. h ; Tétrade anormale (2 microspores de taille normale et 2 de taille réduites) ; i

Triade; j: Hexade; k : Dyade ; | : tétrade normale du parent M. intertexta. La barre d’ échelle
correspond & 10 pm.
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3.1.2.2.1.4/ Adaptabilité deshybrides F; entre M. intertexta et M. ciliaris.

Pour évaluer |’adaptabilité des hybrides F; relativement a celle de leurs parents M.
intertexta et M. ciliaris les graines issues de plantes de M. intertexta cultivées en présence de M.
ciliaris ont été utilisées. Ces graines ont été subdivisées en deux lots, un lot a été cultivé au
laboratoire et |’ autre au champ. Au champ 10/289 individus se sont révélés hybrides F; contre
32/86 au laboratoire. Autrement dit, les proportions des hybrides F; entre M. ciliaris et M.
intertexta sont respectivement de 0,035 et 0,372 au champ et au laboratoire. Le test de
comparaison des proportions a montré une différence trés hautement significative entre ces
valeurs (P = 0,0000). La proportion trés réduite des hybrides F; au champ suggere que ceux-ci
présentent une faiblesse hybride et survivent tres mal aux conditions du milieu au champ (froid
en hiver, compétitivité). Au laboratoire plus d hybrides F; auraient survécu a cause des
conditions plus favorables (température plus clémente, compétitivité moindre).

Nous retenons donc de ces résultats que les hybrides F; entre M. intertexta @ et M. ciliaris
4 sont de loin moins bien adaptés que leurs parents M. intertexta aux conditions difficiles du
milieu naturel.

3.1.2.2.1.5/ Flux de genes entre M. intertexta et M. ciliaris.

L’ obtention d’'hybrides F; fertiles entre M. intertexta et M. ciliaris confirme I’ existence

d un flux de genes entre ces deux taxa (Ché&rifi et al., 1993 ; Chérifi, 1996 ; Small, 1999 &

Abdelkefi, 2001). Nos résultats précisent que ces flux de génes sont limités par les faits suivants :

- M. intertexta et M. ciliaris présentent des autoécologies différentes. M. intertexta ne pousse pas
au-dela de 100 m d'dtitude tandis que M. ciliaris peut aler jusqu’a 1000 m (Messaoudi,
2002). C’est trés rarement que les deux taxa poussent ensemble limitant ainsi |es occasions de
S hybrider.

- Les hybrides F; quand ils apparaissent, ont une fertilité réduite limitant ains les taux de
reproduction et d’ hybridation avec leurs parents.

- Les hybrides F; sont peu proliferes par les graines. Leurs gousses ne contiennent en moyenne
gue 2,43 £ 1,25 graines contre 7,89 £+ 1,55 et 8,40 + 2,03 graines par gousse chez M. ciliaris et
M. intertexta.

- Les hybrides F; supportent moins la compétitivité et les conditions du milieu comparativement
avec leurs parents.

Une autre observation en rapport avec les flux de genes est le fait que M. ciliaris est moins
visité par les insectes que M. intertexta. Cette observation appuie le fait que M. intertexta est plus
allogame que M. ciliaris (Small, 1999 & Abdelkefi, 2001) et explique pourquoi les flux de genes
sont plus intenses dans le sens M. ciliaris vers M. intertexta que dans le sens inverse (Chérifi,
1996, Small, 1999 & Abdelkefi, 2001).
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3.1.2.3/ Essai d'hybridation de Medicago intertexta et M. ciliaris avec M. arabica et M.
orbicularis.

Les résultats de Bene et al. (1998a, b) sur les relations phylogénétiques des espéces de
Medicago en se basant sur les séquences de I’ ADNr 16S et les séquences des régions ITS et ETS
de I’ ADN ont montré que les espéces | es plus proches de la section des Intertextae (M. intertexta,
M. ciliaris, M. granadensis et M. muricoleptis) sont M. orbicularis et M. arabica. C’ est pour
vérifier cette proche parenté de M. intertexta et M. ciliaris avec M. arabica et M. orbicularis que
nous avons tenté de croiser (Tab.21). Notre expérience n’'a pas permis de fagon inévitable de
démontrer I'interstérilité de M. intertexta et M. ciliaris avec M. orbicularis et M. arabica et
I"interstérilité de M. arabica avec M. orbicularis (Tab. 21).

Tab. 21 : Essai de croisement de Medicago intertexta et M. ciliaris avec M. arabica et M. orbicularis.

Croisementsréalisés Nombrqsde, Nombres de
fleurs pollinisées | goussesobtenues
Q@ M. intertextax & M. orbicularis 18 0
Q@ M. intertextax & M. arabica 15 0
Q M. ciliarisx & M. arabica 23 2
Q@ M. ciliarisx 8 M. orbicularis 9 0
Q M. orbicularisx & M. intertexta 27 2
Q@ M. orbicularisx & M. ciliaris 13 1
Q@ M. orbicularisx & M. arabica 18 4
Q M. arabicax & M. intertexta 8 1
Q@ M. arabicax & M. ciliaris 7 1
Q M. arabicax & M. orbicularis 2 0
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3.1.3/ Analyse des croisements entre mor photypes de Medicago minima.

Le Tableau 22 donne les résultats des croisements entre morphotypes de M. minima avec
petites gousses et nervures principales vertes (normales) ¢ x M. minima avec grosses gousses et
nervures principales pourpres & et son croisement réciprogue obtenus en 2004 (Sahnoune, 2004)
(Fig. 36).

.

Fig. 36: Le morphotype M. minima avec grosses gousses et nervures principales pourpres (a gauche) et le
morphotype M. minima avec petites gousses et nervures principal es vertes (normales).

Tab. 22: Croisements entre mor photypes de Medicago minima et le nombre de gousses, de graines
d’individus F; obtenus.

. Nombrede Nombresde Effectifs
Croisements . ) .
gousses obtenues | graines obtenues phénotypiques
M. minima avec petites gousses et nervures Touslesindividus sont
vertes @ x M. minima avec gr osses gousses et 78 181 sans tache comme le
nervures pourpres & parent femelle.

Touslesindividus
portent la tache pourpre
comme le parent
femelle

M. minima avec gr 0Sses gousses et nervures
pourpres ¢ x M. minima avec petites gousses 21 110
et nervuresvertes &
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Parmi les descendants F; de ces croisements (Tab. 22) aucun ne porte les caractéres du
parent male. L’ analyse de la F, de ces croisements n’a montré non plus aucune ségrégation des
caracteres, tous les individus F, ressemblent aux F; par la présence ou |’absence de la tache
pourpre selon le cas. Nous en déduisons que |” hybridation entre les morphotypes de M. minima
(morphotype aux nervures pourpres et grosses gousses) n'a pas marché. Les taux de fertilité
pollinique des hybrides F; (63- 100%) et des hybrides F, (86- 98%) sont comme ceux trouves
pour leurs parents (66- 99%) (Tab. 23).

L’ échec de ces croisements suscite deux hypothéses : ou bien latechnique de croisement ne
convient pas ou les deux morphotypes présentent une barriere reproductive entre eux. Dans le cas
de I’ existence d’ une barriére reproductive entre les deux morphotypes, ceux-ci appartiendraient a
deux especes différentes.

Pour s'en assurer, il faudra utiliser une technique de croisement évitant mieux les
autofécondations, analyser la caryomorphologie et procéder a la comparaison du polymorphisme
de I’ ADN des popul ations des deux morphotypes (RFLP, RADP et séquencage de |’ ADNr 16S).

Tab. 23: La fertilité pollinique de la F; et la F, du croisement entre morphotypes de Medicago

minima.
AnalysedeF; AnalysedeF,
Croisements Nombresde | Nombresde Fertilité Nombresde Nombres Fertilité
plantes fleurs pollinique plantes defleurs | pollinique
analysées analysées (%) analysées analysées (%)

M. minima avec petites
gousses et nervures
principalesvertes $x 63-72; 92-

M. minima avec gr 0sses 29 3 100

gousses et nervures
principales pourpresd

7 12 86-98

M. minima avec gr 0sses
gousses et nervures
principales pourpres
@x M. minima avec 20 29 80-99 - - -
petites gousses et
nervures principales
vertes &

* Lafertilité pollinique chez les parents est de 66- 99%.
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L’analyse des résultats des croisements intra- spécifiques ou/et interspécifiques chez
Medicago polymorpha, M. intertexta, M. ciliaris, M. orbicularis, M. arabica et M. minima de la
région de B&aia permettent de tirer les conclusions suivantes:

Dans le croisement intraspécifique entre le morphotype M. polymorpha a tache brune a la
base des folioles et le morphotype M. polymorpha a tache noire au centre des folioles, les
hybrides F; ont tous montré une tache noire au centre des folioles (caractére dominant), et une
forte fertilité pollinique variant de 98-99 % dans le croisement M. polymorpha a tache brune ¢ x
M. polymorpha atache noire & et de 94-99% dans son croisement réciproque. Cette forte fertilité
pollinique permet d'interpréter ces deux morphotypes comme deux variétés de la méme espece
M. polymorpha. En F,, que ce soit en culture au champ ou au laboratoire, certains individus ont
montré le phénomene de nanisme interprété comme une faiblesse hybride. Ces individus nains,
déja trés peu fertiles en conditions expérimentales, auraient certainement beaucoup de ma a
échapper ala sélection. Ce phénomene de nanisme contribuerait donc a la limitation du flux de
genes entre les deux morphotypes qui formeraient alors deux compartiments d’un méme
complexe d’ especes M. polymorpha.

Les rapports phénotypiques en F, sont de 3:1 (test y2 P = 0,05) & lafois pour le caractére
« tache noire » et celui «tache brune ». Ces deux caractéres impliqueraient donc chacun deux
dléles: I'alele N (dominant) codant pour la présence de latache noire, I'aléle n (récessif) codant
pour |’ absence de la tache noire ; de méme, I’aléle B (dominant) codant la présence de la tache
brune et I'aléle b (récessif) codant pour I’ absence de la tache brune. Ces rapports 3 :1 ne sont
vérifiés que sur les cultures au laboratoire; au champ, les effectifs des individus aux folioles sans
tache sont accrus probablement a cause de I’ exces de lumiére qui empécherait I’ expression de la
présence de latache.

L’ analyse combinée des deux caractéres en F, a montré que les rapports phénotypiques de
12:3:1 (test y2, P=0,05). Le rapport entre les deux caractéres indépendants serait de la nature
d une épistasie dominante. Lorsgue le caractére "tache noire" est présent le caractére "tache
brune" n’'est pas exprimé quand bien méme I’alléle B (codant pour la tache brune) est présumé
présent. L’allele N (codant pour la tache noire) est épistatique sur I’ allele B (codant pour la tache
brune). De plus, en F2, les tailles des taches ont été trés variables pour les deux caractéres, la
taille de latache serait donc un caractére quantitatif, ¢’ est-a-dire codé par plusieurs genes.

Dans le croisement intraspécifique M. intertexta sans tache et aux stipules normales @ x M.
intertexta a tache brune au centre des folioles et aux stipules foliacées &, les hybrides F; étaient
tous avec tache brune et aux stipules normales (caracteres dominants). La fertilité pollinique
elevée 78-99% et le développement norma des hybrides F; permettent d’interpréter ces deux
morphotypes comme deux variétés de la méme espece M. intertexta.
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Le test 2 du rapport 3:1 pour le caractére "tache brune" est vérifié que chez les individus
F, cultivés au laboratoire. La non veérification de ce test au champ est attribuée comme dans le
cas précedent, alaforte intensité de lalumiere au champ inhibant | expression de latache. Le test
% pour le rapport 3 :1 montre que |e caractére "tache brune" est codé par un géne a deux alléles;
B (dominant) codant pour la présence de la tache brune au centre des folioles et b (récessif)
codant pour |’ absence de latache.

Concernant le caractére "type de stipules’, le test ¥ du rapport 3(stipules normales) : 1
(stipules foliacées) est vérifié au laboratoire mais pas au champ. Les proportions des individus F,
a phénotype récessif (stipules foliacées) sont de 0,12 au champ et 0,16 au laboratoire. Ces deux
proportions statistiquement identiques (P = 0,33) sont toutes deux significativement inférieures a
lavaleur 0,25 prévue par I" hypothése du rapport 3:1. Cette réduction de la proportion des F, aux
stipules foliacées est due au fait que la F, analysée n'est pas issue uniquement de I’auto- ou
I"interfécondation des individus F; mais aussi des croisements F; avec M. ciliaris cultivés a
proximité. L’explication retenue est que le caractere "type de stipules’ est codé par un gene a
deux alléles ou S (aléle dominant) code pour les stipules normales et s (alléle récessif) code pour
les stipules foliacées.

L’ analyse combinée des deux caracteres (présence de la tache brune au centre des folioles
et le types de stipules) en F, a conduit a retenir les rapports 9:3:3:1 prévus pour deux genes
indépendants avec chacun un alléle dominant (B ou S respectivement) et un aléle récessif bou s
respectivement comme précise précédemment.

Des hybrides F; entre M. intertexta et M. ciliaris, ont été obtenus au champ gréace aux
insectes pollinisateurs (abeilles solitaires et papillons). Ces hybrides F; étaient reconnaissables a
leurs gousses trés peu poilues aisement distinguables de celles des parents M. intertexta (gousses
glabres) et M. ciliaris (gousses trés poilues). Ces hybrides interspécifiques F1 ont aussi montré
un nombre de graines fertiles par grappe (2, 43 + 1,25) trés significativement inférieure a celui
des parents M. intertexta (8,4 + 2,03) et M. ciliaris (7,89 £1,55). L’observation de fagon répétée
chez ces hybrides F; entre M. intertexta et M. ciliaris d’un taux de fertilité pollinique ne
dépassant pas 35% a la fois en conditions expérimentales et en conditions naturelles démontre
gue ces deux taxa méritent plutét le statut de sous-especes au lieu de celui de I'espéce ou de
variété adoptés par certains auteurs. Ces taux de fertilité pollinique faibles de ces hybrides F; ont
été confirmés par I'analyse des cellules meres polliniques qui a révelé I'apparition de
chromosomes univalents en métaphase |, ou le nombre d univalents semble varier de 0 a 8
correspondants a 8-4 hivalents (4 paires de chromosomes avec plus ou moins des problémes
d’ appariement), et |’ apparition de chromosomes retardataires en anaphase I1. Cette analyse de la
meéiose a montré que cette réduction de la fertilité pollinique n’est pas uniquement due a I’ état
hybride des individus mais aussi aux conditions environnementales causant chez certaines
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cellules méres |” apparition des ponts de viscosité et de la cytomixie conduisant alaformation des
grains de pollen non fertiles.

La proportion de ces hybrides F1 a é&é de 3,5% pour les cultures au champ et 37,2% pour
les cultures au laboratoire, valeurs différant de fagon trés hautement significative. La valeur
relativement trés faible de la proportion des hybrides au champ révéle que ces derniers sont
moins adaptés aux conditions difficiles que leur parents M. intertexta et M. ciliaris.

M. intertexta et M. ciliaris forment deux compartiments d’un méme complexe d’ especes
entre lesguels les limitations des flux de genes sont dus essentiellement au fait que les deux taxa
poussent rarement ensemble pour pouvoir shybrider (écologies différentes) ains que
I"inadaptation et lafaible fertilité de leurs hybrides.

Le fait que les fleurs de M. ciliaris sont de loin moins visitées par les insectes que celles de
M. intertexta semble expliquer pourquoi, selon certains auteurs, les flux de génes sont plus
intenses de M. ciliaris vers M. intertexta. Peu de pollen de M. ciliaris polliniserait beaucoup de
fleurs de M. intertexta et beaucoup de pollen de M. intertexta polliniserait peu de fleurs de M.
ciliaris.

Les tentatives d hybridation expérimentale de M. arabica et M. orbicularis (especes
moléculairement (ITS et ETS) les plus proches de la section des Intertextae) avec M. intertexta et
M. ciliaris n’ont pas donnés de résultats. Ceci serait du ou a la technique d’ hybridation inadaptée
ou al’interstérilité entre ces especes anal ysées.

Concernant les croisements entre le morphotype M. minima avec petites gousses et
nervures principales vertes et le morphotype M. minima avec grosses gousses et nervures
principales pourpres, aucun individu ne s est révélé un hybride d' aprés les marqueurs génétiques
et lafertilité pollinique des descendants F; et F,. Cet échec des croisements est attribué soit ala
technique de croisement non convenable, soit a |’ existence d’ une barriére reproductive entre ces
deux morphotypes de M. minima. Afin de préciser le rang taxonomique et le lien de parenté des
morphotypes M. minima avec petites gousses et nervures principales vertes et le morphotype M.
minima avec grosses gousses et nervures principales pourpres, il serait intéressant d’ utiliser une
autre technique de croisement évitant mieux les autofécondations, analyser la caryomorphologie
et procéder a la comparaison du polymorphisme de I’ADN des populations de ces deux
morphotypes (RFLP, RADP et séquencage de I’ ADNr 16S).
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Annexe 1

Annexe |

Test de I’égalité des variances

Hybrides
N° de gousses M. intertexta | (M.intertexta@ | M. ciliaris
X M. ciliaris &)
Gl 9 3 8
G2 10 2 10
G3 8 1 9
G4 10 2 8
G5 11 3 9
G6 10 3 7
G7 8 3 9
G8 10 3 9
G9 8 3 8
G10 6 1 11
Gl1 7 1 5
G12 9 3 8
G13 12 1 5
Gl14 10 3 8
G15 9 2 7
G16 10 1 8
G17 8 1 9
G18 9 2 8
G19 9 2 9
G20 10 1 9
G21 5 2 8
G22 10 2 6
G23 10 2 4
G24 10 4 7
G25 9 1 9
G26 9 3 8
G27 9 4 8
G28 9 1 4
G29 9 4 8
G30 9 5 8
G31 3 1 9
G32 8 4 10
G33 8 4 6
G34 8 5 9
G35 5 5 7
G36 7 1 9
G37 9 2 9
G38 4 2 8
G39 9 2 7
3

G40
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Annexe 1
Annexel (suite)
Test de I’égalité des variances
Test de L evene d’homogénéité des Variances
MC_EFFET MC_ERREU F NIVEAU_P
NGG | 2.277977 1.132473 2.011507 0.138467
Synthése de tousles Effets; plan : (intxcilgraines.sta)
DL_EFFET | MC_EFFET DL_ERREU MC_ERREU F NIVEAU P
1 2 429.0382 115 2.719822 157.7450 0.00
Test LSD; variable NGG (intxcilgraines.sta)
MOY VAR2 VAR3
2{2} 2.435897 XXXX
3{3} 7.897436 XXXX
1{1} 8.400000 XXXX
Test L SD; variable NGG (intxcilgraines.sta)
1 840 2 243 3 789
1{1} 0.000000 0.178340
2{2} 0.000000 0.000000
3{3} 0.178340 0.000000
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Annexe 2

1/ Essais d’observations sur lesovules
1.1/ Lesprincipes étapes
1.1.1/ Leprélevement desfleurs

Des fleurs ouvertes ou fermés ont été prélevées et mises dans des tubes a contenant du
Carnoy 1.

1.1.2/ Le prélevement

Sous la loupe binoculaire, les ovules sont isolés et séparés sur une lame a |’ aide de deux
aiguilles. On peut également couper une partie de I’ovaire pour voir la présence du tube
pollinique.

1.1.3/ la coloration

Sur lalame préparée mettre une goutte d’ orcéine et une goutte de bleu de coton et recouvrir
d’ unelaméelle.

1.1.4/ L’ observation

Sous le microscope photonique, la lame préparée est écrasée doucement a I’aide d’une
aiguille jusgu’'a ce que I’embryon ou le sac embryonnaire soit libéré des téguments de I’ ovule.
L’ observation est faite par un grossissement supérieur, généralement avec le grossissement (G =
100). Si I’ovule n’est pas séparé de |’ ovaire I’ observation est faite directement, sans écrasement.

1.2/ La photographie
Les préparations réussies sont photographiées a |I'aide d'un appareil photo numérique
(Sony DSC-P100).

Les différentes fleurs observées nous ont permis de voir quelques étapes de |’ évolution des
grains de pollen sur le sporophyte femelles (Fig. 37).
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Annexe 2 (suite)

Grain de pollen & deux noyaux
Grains de pollen immatures de Grains de pollen matures de M. et début de germination de M.

M. intertexta intertexta intertexta

Formation d’ un renflement sous-apical (r), noyau du tube végétatif (nt), noyau reproducteur (nr) de M. intertexta

Ovule

Tégument
Ovaire
Tube Trace du tube
pollinique pollinique
Sac embryonnaire
Dont seuls les entours
sont visibles

Jeune embryon de M. ciliaris

Ovule al’intérieur de !’ ovaire de Ovule fécondeé de M. ciliaris

M. intertexta

Quelques stades de I’ embryogénése de M .polymorpha

Fig. 37 : Lesdifférents stades de I’ évolution d'un grain de pollen jusqu’alaformation de I’embryon
chez Medicago



Analysed'hybrides F; et F, intra- et/ou inter spécifiques chez Medicago polymorpha L., M. intertexta (L.) Mil., M. ciliaris (L.)
Kr., M. arabica (L.) Hud., M. orbicularis (L.) Bart. et M. minima (L.) Bart.: interprétation taxogénétique.

Mots-clés: Medicago intertexta, M. ciliaris, M. polymorpha, M. minima, M. arabica, M. orbicularis, hybridation intra- et
inter spécifique, taxonomie, flux de genes

Résumé : En vue de préciser le rang taxonomique de quelques morphotypes de M. polymorpha, M. intertexta, M. ciliaris et M. minima de larégion
de B§aia, des croisements intra- et/ ou interspécifiques ont été réalisés. Dans le croisement entre M. polymorpha atache brune a la base des folioles
et M. polymorpha a tache noire au centre des folioles, les hybrides F, ont montré une forte fertilité pollinique, les deux morphotypes sont donc des
variétés. En F,, il y a eu apparition du phénomeéne de nanisme (faiblesse hybride) qui, probablement, contribuer alalimitation du flux de génes entre
ces deux morphotypes. Dans le croisement intraspécifique entre le morphotype M. intertexta sans tache et aux stipules normales et e morphotype M.
intertexta a tache brune et aux stipules foliacées, la fertilité pollinique élevée des F; et le développement normal des hybrides F, ont permis
d'interpréter ces deux morphotypes comme deux variétés de la méme espece M. intertexta. Par contre, le croisement entre le morphotype M. minima
aux nervures principales vertes et celui aux nervures principales pourpres n’a donné aucun hybride confirmé. Cela serait di soit a la technique
d’ hybridation non convenable soit al’ existence d’ une barriére reproductive entre ces deux morphotypes.

Le déterminisme génétique des caractéres étudiés a été analysé. La ségrégation des caractéres "tache noire” (dominant) et "tache brune" est de 12:3:1
chez M. polymorpha ou I’aléle codant pour le caractére "tache noire" exerce une épistasie dominante sur |I'aléle codant pour le caractére "tache
brune". Par contre la ségrégation est de 9:3:3:1 pour les caractéres "présence de tache” et "type de stipules' chez M. intertexta.

Dans le croisement interspécifique entre M. intertexta et M. ciliaris, les hybrides ont été confirmés par plusieurs caractéres dont le plus important est
le nombre de graines fertiles fortement réduit chez les hybrides F; en comparaison avec leurs parents (en moyenne 2-3 contre 7-9 graines/gousse
respectivement). La fertilité pollinique faible (35%) démontre que M. intertexta et M. ciliaris méritent le statut de sous-espéces plutot que d’ espece.
Les taux de fertilité faibles ont été confirmés par I’ analyse de la méiose des F; qui arévélé I’ apparition des chromosomes unival ents en métaphase 1.
La proportion des hybrides 1 dans les cultures en champ (3%) est trés significativement inférieure a celle dans les cultures au laboratoire (37%). Les
hybrides F; entre M. intertexta et M. ciliaris seraient donc moins adaptés que leurs parents aux conditions difficiles. M. intertexta et M. ciliaris
forment deux compartiments d’un méme complexe d’ espéces entre lesquels le flux de genes est limité par I’ écologie différente des deux taxa, la
faiblesse et la semi-stérilité de leurs hybrides. Dans la nature, les croisements entre les deux taxa sont dus essentiellement a différentes espéces
d abeilles solitaires et de papillons diurnes.

Analysis of intra- and/or interspecific Fy and F, hybridsin Medicago polymorpha L., M. intertexta (L.) Mil., M. ciliaris(L.) Kr.,
M. arabica (L.) Hud., M. orbicularis (L.) Bart. and M. minima (L.) Bart.: taxogenetic inter pretation.

Keyswords: Medicago intertexta, M. ciliaris, M. polymorpha, M. minima, M. arabica, M. orbicularis, intra- and interspecific
hybridization, taxonomy, gene flow.

Summary: In order to specify the taxonomic rank of some morphotypes of M. polymorpha, M. intertexta, M. ciliaris and M. minima of Bejaia area,
intra- and/or interspecific crossings were carried out. In the intraspecific crossing between M. polymorpha with a brown patch on the base of its
leaflets and M. polymorpha with black patch in the middle of its leaflets, the F; hybrids showed a high pollen fertility, the two morphotypes are thus
varieties. In F, there was appearance of the phenomenon of dwarfness (hybrid weakness) which probably contributes to gene flow limitation

between the two morphotypes. In the intraspecific crossing between the morphotype M. intertexta without a patch on its leaflets and with normal
stipules and the morphotype M. intertexta with a brown patch on the middle of its |eaflets and with leaflike stipules, the high pollen fertility of the F;
hybrids and the normal development of the F, |ed to interpret these as two varieties of the same species M. intertexta. However, in M. minima, the
crossing of the morphotype with green midribs and that with purple midribs did not give any confirmed hybrid. This would be due either to the
unsuitability the hybridization technique used or the existence of areproductive barrier between these two morphotypes.

The genetic determinism of the studied characters was also analysed. The segregation of the characters "black patch” (dominant) and "brown patch”
i512:3:1 in M. polymorpha, where the alele coding for the character "black patch” exerts adominant epistasy on the allele coding for the character *
brown patch”. On the other hand, the segregation is 9:3:3:1 for the characters "presence of patch" and "type of stipules* in M. intertexta.

In the interspecific crossing between M. intertexta and M. ciliaris, the hybrids were confirmed by several characters of which the most important is
the strongly reduced number of fertile seeds in F; hybrids in comparison to their parents (in average 2-3 versus 7-9 seeds/pod respectively). The
weak pollen fertility (35%) impliesthat M. intertexta and M. ciliaris deserve the status of subspecies rather than species. The low fertility rates were
confirmed by the analysis of the F; meioses which revealed the @opearance of the univalent chromosomes in metaphase |. The proportion of F,
hybrids in the field cultures (3%) was very significantly inferior to that observed in the laboratory (37%). The F; hybrids between M. intertexta and
M. ciliaris would be less adapted than their parents to hard conditions. M. intertexta and M. ciliaris congtitute two compartments of the same
complex of species, between which the gene flow limitation is due to the different ecologies of the two taxa, the weakness and the semi-sterility of
their hybrids. In nature, the crossings between the two taxa are assured by different species of solitary bees and diurnal butterflies.
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