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Introduction

Artemisia herba alba Asso. (Astéracées), est 1’un des arbustes pastoraux, aromatiques et
médicinaux les plus importants des parcours arides et semi-arides du bassin méditerranéen
(Afrique du Nord, Péninsule Ibérique) et d’Asie occidentale (Région touranienne) (Nedjimi
et Zemmri, 2019). Cette espece constitue une source majeure de fourrage pour le bétail et est
utilisée en médecine pour traiter diverses maladies chroniques telles que le diabéte sucré et
I'hypertension (Nedjimi et Beladel, 2015). Cependant, au cours des derni¢res décennies, ce
taxon a subi un déclin alarmant en raison du surpaturage, de la sécheresse et de défrichement
des peuplements naturels (Houmani et al, 2004). Par conséquent, la possibilité de
restauration de cet arbuste doit étre explorée. Dans ce contexte, la connaissance des besoins
en germination des semences est essentielle pour replanter des parcours dégradés et

recoloniser de nouveaux territoires inadaptés a d'autres especes.

La salinité¢ est 1’une des contraintes abiotiques les plus impliquées dans la limitation du
développement et de la croissance des plantes dans leurs habitats naturels (Shanon, 1989 in
Khader et Zitouni, 2017). Ce phénomeéne s’accentue notamment dans les régions arides et
semi arides, car les fortes évaporations accompagnées de 1’irrégularité des précipitations font

accumuler les sels en surface .

En Algérie une grande partie des terres se caractérise par un climat aride et semi-aride et qui
sont touchées par le phénoméne de salinisation ; 3,2 millions d’hectares de terres sont

affect¢s (Hamdy, 1999 in Khader et Zitouni, 2017 ).

Artemisia herba alba a fait I'objet de nombreuses études de dénombrement chromosomique
menées par plusieurs chercheurs dans différentes régions. Ces recherches ont abouties dans
leurs globalité a la mise en évidence de deux cytotypes : un diploide avec 2n = 2x = 18
chromosomes, et un autre tétraploide avec 2n = 4x = 36 chromosomes (Vallés, 1987;

Ferchichi, 1997).

La polyploidie est un phénoméne naturel dans de nombreuses familles de plantes et joue un
role important dans la variation et I'évolution naturelles des plantes. Des études ont montré
que l'induction de la polyploidie est un moyen efficace d'améliorer la tolérance au sel chez les
plantes. Par exemple, les porte-greftes citrus tétraploides sont plus tolérants au stress salin que
les plantes diploides (Saleh et al, 2008), et la tolérance au sel de Dendranthema

nankingense (tétraploide) était supérieure a celle des diploides (Liu et al., 2011).



A T’heure actuelle, peu d’études ont été menées sur le comportement et la tolérance des deux

cytotypes d’Artemisia herba-alba a la salinité

Dans ce travail, nous sommes intéressés a 1'étude de 1’effet du stress salin de deux sels :
chlorure de sodium (NaCl) et chlorure de calcium (CaCl2) les plus abondants dans les
parcours arides algériens, sur la germination des akenes de deux cytotypes d’Artemisia herba-
alba, récoltées dans deux zones : I’une dans la zone de Chaiba (wilaya de Biskra), et 1'autre

dans la zone de Ben-Hamed (wilaya de Djelfa).

L’objectif de cette étude est de comparer 1’effet stressant de deux sels sur la germination des
akeénes de deux cytotypes. Cette étude contribuera a améliorer la propagation des graines de
cet arbuste dans des conditions salées et facilitera ainsi l'utilisation et la culture efficace de

cette espece dans les sols salins en tant que précieux fourrage et arbuste médicinal.
Pour la réalisation de cette modeste contribution, on a subdivisé notre travail en deux parties :

Une partie bibliographique qui comporte trois chapitres : Généralité de 1'espece, des notions

de cytogénétique classique, et du stress et en particulier le stress salin chez les plantes.

La partie expérimentale, subdivisée en trois chapitres traitant successivement du Matériel et

M¢éthodes, résultats et discussions et discussion générale.

En fin, nous terminons par une conclusion qui souligne les résultats importants de ce travail et
ouvre des perspectives en vue d’approfondir nos connaissances sur ce taxon en Algérie et

dans le monde.
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1. Genre Artemisia

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c'est I'un des genres le plus répandu
et le plus étudié de cette famille; il contient un nombre variable d'especes allant jusqu'a 400
especes (Mucciarelli et Maffei, 2002). Les especes de ce genre poussent de fagon spontanée
dans plusieurs régions de I'hémisphere nord de la terre, surtout dans les zones semi arides et le
bassin méditerranéen, et s'étendent jusqu'a I'Himalaya (Vernin et al., 1995). Dans

I'hémisphere sud elles sont trouvées en Afrique du sud, I’ Australie et I'Amérique du sud.

Les armoises sont des plantes annuelles ou vivaces, herbacées ou des sous arbrisseaux, le plus
souvent aromatiques. Les feuilles du genre Artemisia ont de multiples aspects: trés découpées,
larges, fines, lobées, rigides ou trés souples, parfois duveteux. Les couleurs varient du vert
tendre au gris argent (presque blanc), du vert foncé au vert glauque, mais le gris est la couleur
la plus courante. Leurs fleurs en capitules sont petites et peu décoratives, on les recueille pour
leurs propriétés médicinales (Anonyme, 1999). Les espéces qui appartiennent au genre
Artemisia possedent des propriétés thérapeutiques, elles sont non seulement utilisées dans la
médicine traditionnelle, mais aussi dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili ez

al., 2007).
2. Description et systématique de 'espéce Artemisia herba alba

Connue depuis des millénaires d'années, Artemisia herba-alba (Armoise herbe blanche) a été
décrite par I'historien grec Xénolhon, dés le début du IVéme siccle av. J.- C., dans les steppes
de la Mésopotamie. Elle a été répertoriée en 1779 par le botaniste Espagnol Ignacio Jordan

Claudio de Assoy del Rio (Francis, 2001).

C'est une plante essentiellement fourragere, trés appréciée par le bétail comme paturage
d'hiver. Elle présente une odeur caractéristique d'huile de thymol et un goiit amer d'ou son
caractere astringent (Nabli, 1989). Plusieurs noms attribués a Artemisia herba-alba; thym des
steppes, absinthe du désert. En Afrique du Nord et au Moyen-Orient, on l'appelle,

communément « chih ».

L’une des especes capables de reconstituer des écosystemes pastoraux dégradés en bioclimat
méditerranéen est Artemisia herba-alba. Ses caractéristiques morphologiques et
physiologiques font d’elle une espeéce bien adaptée aux conditions climatiques arides. Le

dimorphisme saisonnier de son feuillage Iui permet de réduire la surface transpirante et
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d’éviter ainsi les pertes d’eau (Ourcival, 1992 ; Oppenheimer, 1961 in Yousfi, 2016). La
plante est un ligneu bas toujours vert, dont la croissance végétative a lieu a 1’automne (feuilles

de grande taille) puis des la fin de I’hiver et au printemps (feuilles plus petites) (Figure 1).

Cette espece; riche en huiles essentielles, a des vertus purgatives évidentes jouant un grand
role dans le contréle des vers intestinaux, en particulier des ovins, mais pouvant également
entrainer la mort de jeunes agneaux. Les feuilles de cette espece sont utilisées en médecine
traditionnelle pour soigner le diabéte, bronchite, abces, diarrhée et comme vermifuge (Le

Floc'h, 1983).

Figure 1 : Touffe d’Artemisia herba-alba, prise de vue dans la region de mise en

défens H.C.D.S(Ain F'ka) (Benmelouka, 2019)

2.1. Nomenclature et taxonomie

Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque de la
chasse Artémis, herba-alba signifie herbe blanche (Nabli, 1989). Son nom scientifique est

Artemisia herba-alba Asso.
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Artemisia herba-alba est classé dans (APG III) :
Reégne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous- classe : Asteridae
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Tribu: Anthemideae
Sous-tribu: Artemisinae
Genre : Artemisia

Sous-genre: Seriphidium

Espéce : Artemisia herba-alba Asso.

2.2.Ecologie

Sur le plan écologique, Artemisia herba-alba présente une plasticité relativement grande. Elle
se développe dans des bioclimats allant de I’étage semi-aride supérieur a I’étage per - aride
(ou saharien) inférieur a pluviométrie moyenne annuelle entre 100 et 600 mm, sur des sols a
texture fine, limoneux argileux et limoneux sableux bien drainés. Elle semble indifférente aux
altitudes, et supporte le calcaire et des niveaux de salinit¢ modérément élevés (Aidoud, 1988;
Ouyahya, 1995). En Algérie, Artemisia herba-alba trouve son optimum, en tant qu’espéce
dominante, dans 1’étage bioclimatique aride et aride frais parfois semi-aride frais avec une
pluviosité moyenne de 100 a 300 mm (Djebaili, 1984; Aidoud, 1988). Elle se développe au
fond des dayas sur des terres meubles, sablonneuses et limoneuses en association avec 1’alfa

(Stipa tenacissima L.), le sparte (Lygeum spartum L.) et Noaea mucronata Forssk.

Selon le Haut Commissariat au Développement de la Steppe (HCDS), la superficie totale du
facies a armoise blanche en 2001 a été estimée a environ 2 millions d’hectares (soit 10% de la

superficie totale des parcours steppiques). Ce faci€és a connu une importante régression par
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rapport a la statistique de 1970 qui enregistrait 3 millions d’hectares (soit une régression de
30%). Le surpaturage, le défrichement et la mise en culture de zones plutdt propices a son
développement, accentuent de facon sensible et irrémédiable la régression de son aire de
distribution, en provoquant son recul au profil d’autres espéces peu palatables, telles que :
Noaea mucronata, Hammada scoparia Pomel, Anabasis oropediorium Maire et Peganum

harmala L. (Aidoud, 2006; HCDS, 2010).
2.3.Répartition géographique d'Artemisia herba alba

Artemisia herba alba est une plante spontanée trés répandue en Afrique du nord et au moyen
orient, elle affectionne les climats secs et chauds, et existe sous forme de peuplements
importants dans les zones désertiques (Hurabielle ez al., 1981). C'est une plante steppique des
régions irano-touraniennes, prédominante dans les steppes d'Espagne ainsi que dans le désert
de Sinai (Segal et al., 1987). Au Maroc, Artemisia herba alba se rencontre a 1'état spontané, il
n'est pas rare de trouver des zones de plusieurs dizaines de kilométres de rayon ou seule
I'armoise blanche régne dans un paysage quasi-désertique (Bendjilali et Richard., 1980). En
Algérie, Artemisia herba alba, connue sous le nom de « chih » couvre prés de 2 millions
d’hectares (HCDS, 2010). Elle se présente sous forme de buissons blancs, laineux et espacés

(Boutekjenet, 1987 ).

2.4.Description morphologique

Artemisia herba-alba se présente sous forme de petit chamaéphyte a tiges ligneuses trés
ramifiées, trés feuillues, dont la hauteur varie de 30 a 80 cm. Les feuilles sont pubescentes,
argentées, de longueur variable selon les varieties et pouvant aller de 2 & 3 cm chez les
variétés communes. Les feuilles inférieures, profondément bipinnatisequées a segment
terminal souvent trifide, sont pétiolées. Les feuilles supérieures ou caulinaires se réduisent de

plus en plus et passent aux bractées sessiles lors de 1'inflorescence (Ouyahya, 1987).

Les capitules homogenes sont groupés en grappe et en une longue panicule. Ils sont a peu
pres sessiles, cylindracés, petits et contenant chacun cinq fleurs hermaphrodites (Quezel et
Santa, 1963). Les akeénes coiffés latéralement par des périanthes sont oblongs, glabres et

lisses (Negre, 1962).

L'armoise blanche posséde des racines obliques nombreuses, pénétrant le plus souvent a une

profondeur de 20 a 30 cm dans le sol et s'étalant horizontalement jusqu'a 50 cm avec une
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rhizosphére peu profonde (Negre, 1962). Cependant, ce systeéme racinaire peut trés bien se
développer en profondeur dans les régions a sol plus épais (Pelt et al. 1970; cité par Yessef,

1985)

2.5.Description botanique

La floraison s'effectue en automne a partir du mois de septembre. La fructification se
produisant en automne en hiver. La dispersion des graines de I'armoise a lieu a partir du mois

de décembre en general (Le Floc'h, 1989).

2.5.1. Partie aérienne:

2.5.1.1. Tige : Ou partie ligneuse, ramifiée de 30 a 50 centimetres de long, trés feuillées avec
une couche épaisse. La touffe des tiges est plus importante selon la pluviométrie (Ozenda,
1985), (Figure 2).
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Figure 2: Morphologie générale de plante d'drtemisia herba-alba (Eloukili, 2013)

2.5.1.2. Feuilles: Elles sont courtes, alternées, treés divisées, laineuses, blanches, pubescentes
et pennatipartites. Elles diminuent de taille au fur et a mesure que les rameaux s'allongent
(Figure 3). Cette diminution de taille des feuilles entraine une réduction considérable de la

surface transparente et par conséquent, permet a la plante de résister a la secheresse (Pourrat,
1974).
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Rameau

Feuille Foliole

Figure 3: Morphologie de la feuille d'Artemisia herba-alba (Eloukili, 2013)

2.5.1.3 Fleurs: Elles sont groupées en grappes, a capitules tres petites (3/1.5mm) et ovoides.
L'involucre est a bractées imbriquées, le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par

capitule toutes hermaphrodites (Pottier, 1981) (Figure 4).

La formule florale correspondante est: 5S+5P+5E+2C. Le calice est pentamere et est toujours
réduit. La corolle est gamopétale et pentamére et peut se présenter sous trois formes

différentes : tubuleuse, bilabiée ou ligulée (GORIS, 1967).
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Figure 4: Morphologie de la fleur d'Artemisia herba-alba (Eloukili, 2013)

2.5.1.4. le Fruit: Sont des akenes (Figure5).

Figure 5: Akéne d'drtemisia herba-alba (Personale , 2019 ) (Gx 40 )
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2.5.2. Partie souterraine ou racine : Elle se présente sous forme d'une racine principale,
ligneuse et épaisse, bien distincte des racines secondaires et qui s'enfonce dans le sol tel un
pivot. La racine pénétre profondément jusqu'a 40 a 50 centimetres et ne se ramifie qu'a cette

profondeur (Aidoud, 1983).

2.6. Evolution phénologie de 1'espéce

L'armoise blanche végéte toute 1'année, mais présente un rythme annuel trés net durant les
années a pluviosité précoce, les pousses apparaissent plus tot deés l'automne. Ce
développement des pousses peut étre observé plus fréquemment dans les dayas, bénéficiant
d'un sur plus d'eau par ruissellement. Ces pousses sont plus fournies sur les touffes paturées
durant la saison qui précede (Aidoud, 1989). Les feuilles développées en début de saison sont
de grand taille (1 a 2 parfois 3 cm), elles tombent & 1'approche de la saison séche et sont
remplacées par des feuilles plus petites. A la fin de 1'été, le rameau de 1'année paraissant
presque aphylle, ne porte plus de minuscules feuilles (quelques mm). Cette réduction de la
surface transpirante est considérée comme un caractére d'adaptation plus efficace vis-a-vis de

la sécheresse (Soltner, 1988).

3. Importance de l'espéce
3.1. Intérét pastoral de l'espéce

L'armoise ayant une valeur fourrageére importante de 0,45 a 0,70 UF/Kg MS. Les steppes a
armoise blanche sont souvent considérées comme les meilleurs parcours. La charge pastorale

est de 1 mouton par 1 a 3 hectares (Nedjraoui, 1981).

D'apres Djaballah (2008), 1'armoise blanche constitue est un aliment de base des ovins

permettent de satisfaire 40% a 50% de leurs besoins en matiere protéique brutes.

La viande des agneaux qui ont paturés cette plante est considérée comme un produit de

premier choix (Bellkhader, 2006).
3.2. Intérét médical de I'espéce

Artemisia herba-alba Asso est tres utilis€é au Moyenne-Orient et en I'Afrique du Nord contre

plusieurs maladies y compris l'entérite et les troubles intestinales. L'huile essentielle
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d'Artemisia herba-alba Asso a montré une activité antibactérienne aux plusieurs bactéries

telle que 1'Escherichia coli, Shigella sonnei et 1a Salmonelle typhose (Bouldjadj, 2009 ).

De loin, le plus fréquemment cité est l'utilisation d’ Artemisia herba-alba dans le traitement du

diabete sucré (Tastekin et al., 2006).

3.3. Intérét écologique de l'espéce

Selon I'¢tude de Henni, (2004), 1'armoise blanche posseéde la capacité d'absorber les métaux

lourds (Zn+2, Cu+2).

L’armoise blanche se développe dans les steppes argileuses et les sols tassés relativement peu
perméables. Elle se trouve sur les dayas, les dépressions et les secteurs plus ou moins humide.

Elle constitue un moyen de lutte contre 1’érosion et la désertification (Ayad et al, 2014).

L'armoise résiste a la sécheresse, supporte le gypse et des niveaux de salinit¢é modérément

élevés.

Les groupements d’Artemisia herba-alba sont marqués par deux strates: une strate de ligneux
bas (environ 40 cm du sol) et une autre constituée d'herbacées annuelles (hauteur moyenne de

20 cm) (Nabli , 1989).

4. Autres utilisations
4.1. Dans le domaine alimentaire

Par son caractere organoleptique, Artemisia herba-alba peut étre utilisée comme aromate pour

aromatiser certaines boissons comme le café.

4.2. Dans le domaine cosmétique

En parfumerie, les huiles essentielles de I'armoise blanche sont utilisées pour leurs pouvoirs
antiseptiques et aromatiques. Elles servent a augmenter la durée de conservation des produits

cosmétiques tout en leur assurant une odeur agréable (Maftel, 1992).
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1. Notions de cytogénétique
1.1. La chromatine

En dehors des divisions cellulaires, 1'acide désoxyribonucléique (ADN) est sous la forme de
chromatine interphasique. A l'aide de colorants, on peut révéler sur les chromosomes, des
zones de coloration plus ou moins intenses reflétant le degré de condensation de la
chromatine. On distingue: 1'euchromatine (chromatine diffuse) et 1'hétérochromatine

(chromatine condensée) (Harry, 2001).
1.1.1. L'euchromatine (chromatine diffuse)

Elle est constituée de chromatine décondensé durant l'interphase, ce qui permet la
transcription des séquences codants qu'elle contient. Elles sont pauvres en éléments répétés et

riches en génes (Schmidt et al., 1995; Samouelian et al., 2009).

1.1.2. L'hétérochromatine (chromatine condensée)

Elle correspond a une zone fortement coloré qui reste condensé dans le noyau cellulaire
durant l'interphase. Ces zones sont trés riches en séquences hautement répétées et en éléments

transposables et ne contiennent pas de géne (Schmidt ez al., 1995; Samouelian et al., 2009).
1.2. Chromosomes
On peut envisager deux états fonctionnels du génome pendant le cycle cellulaire:

- Un état décondensé pendant l'interphase, ou 'ADN est visible en microscopie optique sous

la forme de chromatine dans le noyau et permettant l'expression des génes

- Un état condensé au moment de la division, ou chaque molécule d'ADN est compactée sous
la forme d'un chromosome avec perte provisoire de la fonction transcriptionnelle. De ce point
de vue, le chromosome au sens microscopique n'est donc pas un élément stable de la cellule
mais une structure dynamique et transitoire (Dictionnaire de Médecine Flammarion, 1991)

(Malan et Romana, 2012) (Figure, 6).
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Figure 6: Structure de chromosome (http://www.cdhgenetics.com/genetic-overview.cfin)).

Les chromosomes ce sont des structures en forme de batonnets faites de chromatine (matériel
génétique) nucléaire, visibles pendant la division cellulaire. Sur chaque chromosome sont
alignés les genes dans un ordre fixe. Chaque chromosome porte une zone de constriction
primaire dénommée centromére ; c'est le point de liaison des deux chromatides sceurs. Les
segments chromosomiques situés de part et d'autre du centromére constituent les deux bras du
chromosome. La position du centromere permet de distinguer un bras court ou proximal (bras

p) et un bras long ou distal (bras q) (Anthony et al., 2002).

Les chromosomes se classifient en quatre types suivant leur forme qui est déterminée par la

position du centromere:

1.2.1. Chromosomes métacentriques: le centromere est en position centrale (position

médiane) ce qui lui donne des bras de longueurs a peu pres égales.

1.2.2. Chromosomes sub-métacentriques: le centromeére est presque en position centrale; les
chromatides de ce chromosome présentent des bras de longueur inégale (un petit bras «p» et

un long bras «q»).

1.2.3. Chromosomes acrocentriques: le centromere est plus proche de l'une des deux

extrémités (les télomeres); le bras court est tres bref.
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1.2.4. Chromosomes télocentrique: présente un centromeére trés proche de ses télomeres. En
cas de perte du centromere (anomalie), le chromosome est dit acentrique. D'autres anomalies
peuvent provoquer l'apparition d'un chromosome possédant deux centromeres nommé:
chromosome dicentrique. Celui-ci est instable et peut se casser (lors de la méiose)

(Lemonde et Clement, 1983) (Figure 7).

Chromal kiss

Saotnlite

J

Canstricilon

Caniromars =~ socondaira
Méiloooninaue Submalacantrigun ACrocontriious Telocontriqud

Figure 7 : Présentation schématique des différentes types de chromosomes (Andre et al.,

1983 in Halmi, 2010).

2. Les étapes de la mitose

La mitose est un processus critique pour tous les organismes eucaryotes (organismes avec un
noyau cellulaire) et fournie une base pour la reproduction asexuée. Le matériel génétique est
partagé entre les cellules filles durant la division nucléaire (=caryocinese), le résultat est la
production de deux noyaux fils contenant chacun une composition chromosomique identique
a celle de la cellule mére. La caryocineése est suivie par une division du cytoplasme
(=cytocinese), les organites qui y baignent se répliquent eux méme et leur prolifération

permettra la reconstitution du cytoplasme dans les cellules filles (Pascal, 2010).

La taille des cellules filles correspond a environ la moiti¢ de celle de la cellule mére mais la
quantité d‘ADN de chaque cellule fille est équivalente a celle de la cellule meére permettant
ainsi une reproduction conforme et répartition égale de 1‘information génétique. Ce processus

étant bien régulée, toute dérégulation aboutira & une production anarchique et désordonnée
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des cellules qui perdent les caractéristiques de la cellule mére productrice et engendrant le

développement des tumeurs et des néoplasies (Pascal et Anne, 2009) (Pascal, 2010).

La mitose subdivise en quatre phases : (Cueep, 2006) (Figure 8)
2.1. La prophase

Le début de la prophase est caractérisé par l'individualisation des chromosomes, qui par la
suite vont s'épaissir et se raccourcir ; chaque chromosome est constitu¢ de deux chromatides-
sceurs soudées par leurs centromeéres. Les deux centrosomes accompagnés de microtubules
constituent des asters qui migrentnt ver les deux pdles opposées de la cellule. Les
microtubules exercent une tension sur les chromosomes et dirigent leurs mouvements pendant
la division cellulaire. Ces microtubules et les protéines associées constituent le fuseau ou le

filament .

Les débris de l'enveloppe nucléaire ne sont plus visibles au microscope photonique. Cette

phase dure environ quarante minutes.

2.1.1. La pro-métaphase est caractérisée par la polymérisation de nombreux microtubules.
Ces derniers s'allongent en direction des centromeres des chromosomes dont le but de

capturer les chromosomes un par un et les placer a I'équateur du fuseau .

2.2. La métaphase

Les chromatides-sceurs condensées sont reliées a chacun des poles de la cellule par leur
centromére et vont se placer dans le plan équatorial de la cellule situé¢ a mi-chemin entre les

poles du fuseau. Cette phase est trés courte, elle ne dure que cing minutes.

2.2. L'Anaphase

C'est une phase tres rapide. Au cours de cette phase, il se produit un raccourcissement des
fibres chromosomiques. Cela entraine une traction qui s'exerce sur les centromeres des
chromosomes. A la suite d'un clivage du centromere, les 2 chromatides de chaque
chromosome se séparent, les 2 chromosomes-fils (chromosomes monochromatidiens) ainsi
formés s'éloignent I'un de l'autre. L'anaphase est donc caractérisée par l'ascension polaire de
deux lots identiques de chromosomes. La séparation des deux copies de l'information

génétique se produit alors, c'est le phénoméne de caryocinése. La séparation des deux lots
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identiques de chromatides se produit jusqu'a ce que ces dernieres soient parvenues aux poles

du fuseau.

2.3. La télophase

Les chromosomes séparés arrivent aux poOles et les microtubules kinétochoriens
disparaissent. Les chromosomes commencent a se dérouler et a se décondenser. Deux
nouvelles membranes nucléaires apparaissent des deux lots de chromosomes-fils. Les

nucléoles commencent a réapparaitre.

Les chromosomes s'indvidualisent 3
Centrosome partir de la chromatine, ils se raccourdsssent
dupligué e s'epalssissent.

Noyau contenant la chromatine Chaque chromosome est
(c’est a dire le matériel ﬁnshl::: de dgm(l

Enet de la cellule FOMAINES NeLIMias: pair
genetique ke un centromere.

La membrane du noyau
disparait.

Les centrosomes
migrent vers les deux
péles de la cellule.

Les enveloppes
nucléaires
se reconstituent

Tous les chromosomes
s'alignent sur I'équateur
de la cellue.

Les chromosomes migrant

vers les extrémités de la cellule.
La cellule commence a se diviser.

La mitose ou division cellulaire

Figure 8: Les étapes de la mitose ( Danielson, 2014 )
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3. Polyploidie dans Artemisia herba-alba

Les polyploides sont des organismes individuels qui possédent plus deux jeux de
chromosomes, chez les polyploides il faut distinguer les autopolyploides (composés de
multiples jeux provenant d'une méme espece), et allopolyploides comportant des jeux de
chromosomes issus de deux especes différentes ou plus. Les changements de parties de jeux

de chromosomes aboutissant a 1'état d'aneuploidie.
Exemples: Monosomique (2n-1), Trisomique (2n+1) (Griffiths et al., 2010).

La polyploidie est 1'un des principaux mécanismes évolutifs chez les plantes (Otto et
Whitton, 2000; Soltis et Soltis, 2000; Cui et al., 2006 ). Ce mécanisme est trés courant dans
le genre Artemisia, ou les niveaux de ploidie jusqu'a 16x ont été signalés ( Pellicer et al.,
2010a ). Les populations polyploides nord-africaines d’Artemisia herba-alba reflétent un
processus de différenciation du génome chez cette espéce. La méme situation dans les
populations Ibériques a conduit a la prise en compte de deux taxons, séparés soit a des
niveaux spécifiques soit a des niveaux sous-spécifiques [2Xx: Artemisia valentina Lam.,
Artemisia herba-alba ssp. valentina (Lam.) Mascl. ; 4x: Artemisia aragonensis Lam.,
Artemisia herba-alba ssp. Artemisia herba-alba], bien que leur distinction morphologique soit
trés difficile (Valles, 1987). Cependant, la polyploidie n’est pas le seul mécanisme
d’évolution du génome. D’autres mécanismes modifiant la taille, la forme et le nombre de
chromosomes, ont ét¢ examinés plus tot par Darlington (1937), Stebbins (1971), Levin
(2002) et Schubert et Lysak (2011) . Les translocations robertsoniennes et les fissions
centriques peuvent entrainer une réduction ou une augmentation du nombre de chromosomes
(dysploidie descendante / ascendante). D’autres mécanismes tels que les insertions, les
additions, les délétions, les inversions et les translocations réciproques peuvent modifier la

taille et la morphologie des chromosomes.

4. Les outils cytogénétiques classique et moléculaire
4.1. Denombrement des chromosomes et établissement et analyse du caryotype

Le nombre de chromosomes est normalement constant au sein d’une méme espéce et

morphologie de chaque paire chromosomique est caractéristique, mais ce nombre peut varier
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a Pintérieur d’un groupe (tribu, famille ou genre) et méme au sein d’une espeéce (Essad,

1957).

Il est possible d’obtenir par cellule un caryotype , forme de dessin ou représenté sous de

photographie de chaque paire chromosomique.

L'ensemble de ces caryotypes permet d'établir une « carte d'ientit¢ chromosomique» ou
caryogramme ou idiogramme, représentation schématique du génome haploide. Elle peut étre

recherchée:

— Pour des raisons d'ordre taxonomique correspondant alors a I'acquisition d'un nouveau
critére de classification,
— Pour I'analyse de lignées d'addition ou de subsitution, de mono ou de polysomie,

— Pour I'¢tude des remaniements chromosomiques.

Apres les observations au microscope optique et l'acquisition des images des métaphases
mitotiques, il est possible d'établir un caryotype. Les chromosomes sont classés par ordre

décroissant de lingueur et la position du centromére (Kundan , 2010).

4.2. La cytométrie en flux

Les techniques de cytométrie se sont développées pour mesurer la quantit¢ d'ADN du noyau
ou déterminer la taille du génome (Siljak-yakovlev et al., 2002), et estimer le niveau de

ploidie (Kamaté et al., 2004).

Le principe de cette technique consiste a traiter la suspension de noyaux par colorant
fluorescent, puis les noyaux sont passés au travers d'un rayon laser qui excite le colorant. La

fluorescence émise est analysée par une photoélectrique.

5. La cytogénétique moléculaire

Le caryotype mis au point en 1956, n’est désormais plus I’examen de premicre intention pour
I’exploration des anomalies chromosomiques associées a une déficience intellectuelle et/ou
aux malformations congénitales. Depuis la fin des années 80, les cytogénéticiens ont a leur

disposition de nouvelles techniques alliant 1’établissement du caryotype et la biologie
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moléculaire dont le niveau de résolution se situe a une échelle intermédiaire : la cytogénétique

moléculaire.

Les techniques de la cytogénétique moléculaire reposent sur le principe de I’hybridation de la
molécule d’ADN avec une séquence complémentaire variable en fonction de la technique
utilisée et la pathologie étudiée. Les principales méthodes de cette discipline sont
I’Hybridation in situ Fluorescente « FISH » (examen ciblé nécessitant la connaissance
préalable du locus étudié¢) et I’Hybridation Génomique Comparative « CGH » (étude
pangénomique ne détectant que les déséquilibres génomiques) (Principes de génétique

humaine , 1998) ( Lamoril ef al., 2008).

5.1.Hybridation in situ

La cytogénétique moléculaire est une nouvelle approche morphologique qui utilise a la fois
les outils de la biologie moléculaire et de la cytogénétique. La principale technique utilisée
actuellement est I’hybridation in situ fluorescente (FISH, de l'anglais fluorescence in situ
hybridization) qui consiste en 1’hybridation de sondes froides d’ADN sur des lames de
préparations cytogénétiques de cellules métaphasiques ou interphasiques et sa révélation par

fluorescence (Abdelmoula et al., 2000).

Les premiéres techniques d’hybridation in situ sur chromosomes datent de 1969 lorsque Gall
et Pardue ont utilis¢ un ARN ribosomique radioactif pour détecter la présence de genes
d’ADN ribosomique sur des chromosomes d’amphibiens ( Gall et Pardue, 1969 in
Bougoutaia, 2018). Mais le véritable essor de la technique de cytogénétique moléculaire date
des années 1986-1988 avec I’utilisation de sondes dites froides non radioactives et le
développement de 1’hybridation in situ en fluorescence (FISH) (Pinkel et al., 1986 ; Pinkel ez
al., 1986 ).

Les sondes utilisées dans la FISH sont des fragments d'’ADN simple brin, marqués par

fluorescence.

Les domaines d’application de la technique de FISH sont multiples. Chez les plantes elle est
utilisée pour : I’analyses du caryotype et de ses anomalies, 1’analyse de la structure et de
I’évolution du génome, 1’étude de I’expression des genes et la localisation des séquences

introduites chez les plantes transformées (Abdeddaim, 2010 ).
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6. La cytogénétique classique

La cytogénétique fait le lien entre la cytologie et la génétique. Les premiers travaux chez les
végétaux ont débuté au cours de la seconde moitié¢ du 19¢me siecle, mais c'est surtout a partir
de 1920 que la cytogénétique s'est développée et son importance n'a cessé de croitre par la

suite (Jahier, 1992).

La technique classique de Feulgen permet de construire un caryotype pour chaque espece.
L’étude des caryotypes se fait généralement en métaphase mitotique ou les chromosomes sont
bien individualisés et présentent la meilleure morphologie. A ce stade on peut les dénombrer,
mesurer leur taille et observer leur morphologie, localiser les constrictions primaires
(centromeres) ou secondaire (organisateur nucléolaire). Les variations du nombre
chromosomique, les chromosomes surnuméraires ou chromosomes B sont ensuite identifiées
par I’analyse du caryotype (Abdeddaim, 2010). Un caryotype est souvent représenté par une
plaque métaphasique issue d’une prise de vue microscopique, un caryogramme et un
idiogramme. Le caryogramme qui consiste, a partir d’une photographie d’une cellule en
métaphase, a arranger les chromosomes homologues, par ordre décroissant de longueur.
L’idiogramme est la représentation idéale des chromosomes selon un diagramme établi a
partir des mesures statistiques d’au moins 5 plaques métaphasiques. Il est le plus souvent
haploide. Dans le cas ou il existe une homéologie (non homologie) entre les chromosomes
d’une paire, il est souhaitable de présenter un idiogramme diploide (Goudjil-Benhizia, 2014).
Différentes méthodes ont ét¢ employées pour localiser le centromére, ce qui a engendré
I’apparition de diverses nomenclatures de morphologie chromosomique. Parmi ces

nomenclatures, celle de Levan ef al. (1964) reste la plus consensuelle.

7. Techniques de dénombrement chromosomique

Pour 1'étude des chromosomes lors de la mitose, le matériel d'étude est constitué de semences
germées, de plantes ou de tissus en culture in vitro placés dans des conditions permettant une

croissance active.

L'é¢tude caryologique consiste a renseigner les mitoses somatiques sur des méristémes
racinaires de jeunes germinations. Différentes méthodes sont décrites pour 1’étude des

chromosomes, elles mettent en jeu I’application d’agents chimiques pour le prétraitement, la
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fixation et la coloration des cellules en divisions. Ces méthodes sont largement décrites dans

le cahier des « Techniques de cytogénétique végétale » (Jahier et al., 1992).

A partir du prélévement, 7 phases principales sont distinguées dans la réalisation des

préparations (Jahier, 1992).
7.1.Le prétraitement

Il se fait par trempage des tissus en division dans un agent mitoclasique qui a pour effets

principaux de :

-Bloquer les divisions mitotiques au stade métaphase (stade ou les chromosomes ont une

meilleure morphologie pour étre colorés, dénombrés).
-Contracter les chromosomes.
Les agents utilisés sont : la colchicine et I'eau froide (0-2c°).

L'a-bromonaphataléne, la 8-hydroxy-quinoléine et L'a-bromonaphataléne est le plus utilisé en

raison de sa facilité d'emploi et de son cofit.

7.2.La fixation

Le fixateur détruit toute vie cellulaire. Il doit avoir une action rapide pour bloquer toute
¢volution ses divisions cellulaires et permettre de conserver l'intégrité structurale des

chromosomes.

Les fixateurs utilisables sont trés nombreux. Ceux qui sont utilisés dans les techniques
décrites sont : L'acide acétique et les " fluids " I ( Le Carnoy I= Ethanol — Acide acétique (3:1)
et II ( Le Carnoly II= Ethanol — Chloroforme — Acide acétique (6:3:1) proposés par Carnoy
(1886) in Jahier (1992) et la solution d'alcool-acide propionique (éthanol-acide propénoique
(3:1) plus 1g/100ml de la chlorure ferrique) .

7.3.Le stockage

Il est possible de différer les autres phases. Le matériel peut étre conservé pendant plusieurs
mois dans I'éthanol, le plus souvent est 1'éthanol 707. Certains fixateurs comme le Carnoy I

peuvent également servir de solution de stockage (Carnoy, 1886 in Jahier, 1992 ).
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7.4.L'hydrolyse

Cette étape est généralement nécessaire pour obtenir ultérieurement un bon étalement des
cellules et des chromosomes entre lame et lamelle. L'hydrolyse permet de dissoudre le ciment
pectique de la lamelle moyenne et 1'éclaircissage du cytoplasme. En outre, l'acide
chlorhydrique libere les groupements aldéhydiques sur les molécules de sucre de 'ADN par
destruction des liaisons entre les bases puriques et le désoxyribose ( Carnoy, 1886 in Jahier,
1992). L'hydrolyse permet aussi le ramollissement des tissus du méristeéme et facilite ainsi

leur écrasement (Bougoutaia, 2018).

7.5.La coloration

Le nombre, la morphologie et la structure des chromosomes peuvent étre visualisiés par un
microscope apres une coloration optimale. Un colorant de bonne qualité colore
spécifiquement les chromosomes, différencie I'euchromatine et 1'hétérochromatine, et fournit

un cytoplasme claire. Les méthodes de coloration suivantes ont été largement utilisées :

7.5.1. Le réactif de Schiff : préparé a partir de la fuchsine basique est le colorant le plus
utilisé. Il se fixe sur les groupements aldéhydiques libérés lors de 1'hydrolyse pour donner une
coloration rouge aux chromosomes. Fréquemment, cette technique de coloration est appelée
technique «Feulgen» car elle a été décrite pour la premicre fois par Feulgen (1926) in

Jahier, 1992 .

7.5.2. Acéto-orcéine : une solution d'acéto-orcéine a 17 est préparée a partir de l'orcéine 1g
dessous par ébullition dans 100 ml d'acide acétique diluée a 457 puis laissé refroidir, agiter et

filtrer .

7.5.3. Acéto-Carmine (Carmen acétique): une solution d'acto-carmen a 17 est préparée de

la méme mnicre que celle d'acéto-orcéine en remplagant 'orcéine par carmine.

7.5.4Alcoolique acide chlorhydrique Carmine (Alcoholic-Hydrochloric Acid-Carmine):
Développée par Smow (1963) in Jahier (1992) . Dans un bicher contenant 15ml d'eau
distillée, on met 4g de carmine et Iml d'HCL concerntré, Boullir le mélange doucement
pendant environ 10 minutes avec une agitation fréquente. Apres le refroidissement on ajoute

95ml d'éthanol a 857 et on filtre.
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7.5.5. Lacto-Propionique-Orcéine: utilis¢ par Dyer (1963) in Jahier (1992). Elle est utilisée
surtout avec les plantes contenants des chromosomes petits et nombreux. Préparée par dilution
de 2 d'orcéine dans un mélange égale d'acides lactique et propionique, puis filtré et diluée a

457.,

D'autres colorants sont aussi utilisés pour la coloration des chromosomes tels que : Giemsa,

Fuchsine phéniquée (CarbolFuchsin), Nigrosine, Carmen acétique ferrique.

7.5.6. Ecrasement et montage

La majorité des techniques présentées concernent les mitose dans les miréstémes racinaires
dans ce cas la zone méristématiques hydrolysée et colorée est isolée, déposée sur une lame
dans une goutte d'eau acétique ou de carmin acérique et écrasée entre lame et lamelle pour
assurer la dissociation des cellules. Cette dissociation est plus difficile si les tissus ont été
préalablement stockés dans I'alcool pendant une longue durée et si la quantité de tissu déposée
est importante. Il faut éviter un écrasement trop violent car il ya risque d'éclatement des
cellules et donc d'observation de cellules incomplétes. Puis, afin d'assurer un bon étalement
des chromosomes un léger chauffage de la lame est conseillé avant d'exercer une pression

homogene sur la lamelle. (Carnoy, 1886 in Jahier, 1992 ).

7 .5.7. Observation

Les chromosomes végétaux ont une longueur moyenne d'environ 6um. Les cellules en
division sont repérées rapidement au microscope photonique a l'aide d'un objectif de faible
grossissement (G=10 généralement). L'observation des chromosomes est faite a un
grossissement supérieur. Le plus souvent, les combinaisons (oculaire x objectif) utilisées
donnent des grossissements compris entre 1000 et 1500. L'observation peut étre différée de
quelques jours par la réalisation d'un montage temporaire. Celui-ci, obtenu en lutant la lamelle
avec de la dissolution de caoutchouc pour éviter un dessechement trop rapide de la
préparation. La conservation des préparations pendant plusieurs années peut €tre souhaitée
pour de nombreuses raisons (lames de démonstrations, possibilité¢ d'étudier ultérieurement le
matériel dans un autre objectif ...). Il est alors nécessaire de réaliser des montages

permanents. (Carnoy, 1886 in Jahier, 1992 ).
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1. Introduction

De type méditerranéen, le climat algérien se caractérise principalement par la variabilité intra
et inter-annuelle des précipitations et du régime thermique. Les stress climatiques, comme le
déficit hydrique, les températures extrémes, deviennent trés communs a mesure qu’on pénetre
a Dintérieur du pays. Ces stress affectent le développement et la production des cultures
(Baldy, 1974;Mekhlouf et al., 2006) particulicrement la culture des céréales (Baldy, 1974;
Abbassenne, 1997; Fellah ef al.,, 2002; Annichiarico et al., 2002; Annichiarico et al.,
2006). Ceci est surtout valable pour les hautes plaines orientales, qui sont habituellement
présentées comme un terroir dominé par les céréales pluviales (Abbas et Abdelguerfi, 2005).
Les stress climatiques imposent une limite a l'expression du potentiel de production des

cultivars utilisés (Amokrane et al., 2002).

2. Définition du stress

Selon Jones et al., (1989), un stress désigne a la fois 'action d'un agent agresseur et les
réactions qu'il entraine dans l'organisme agressé, une force qui tend a inhiber les systémes
normaux. D’autre part, les stress environnementaux nés de la fluctuation des facteurs
abiotiques (sécheresse, salinité, température) affectent les conditions de croissance, le

développement et le rendement des plantes (Madhava et al., 2006).

3. Types de stress

On peut distinguer deux types du stress dans la nature :
3.1.Le stress biotique:

D1 a une agression par un autre organisme : insectes, animal,....Etc (Hopkins, 2003).1ls sont
nombreux et ont pour origine les virus, les organismes phytophages et les pathogénes. Afin
d’y faire face, la plante met en place un systeme de défense qui fait intervenir une chaine de
réactions. Les protéines végétales défensives produites font office de rempart contre les agents

nuisibles (Shilpi et Narendra, 2005).
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3.2.Le stress abiotique

Il est di principalement a des facteurs environnementaux comme la secheresse, les

températures extrémes, exces d’eau (asphyxie racinaire), la salinité... .
On peut citer quelques types des stress abiotiques qui peuvent affectés les végétaux :

3.2.1. Le stress hydrique: provoqué par un déficit en eau constituant un menace permanent
pour la survie des plantes, néanmoins, beaucoup d’entre elles produisent des modifications
morphologiques et physiologiques qui leurs permettent de survivre dans les régions de faible

pluviosité et dont la teneur en eau des sols est peu élevée (Hopkins, 2003).

3.2.2. Le stress thermique: provoqué par la température, c’est I'un des facteurs les plus

limitant et qui conditionne la production et la croissance des plantes.

3.2.3. Le stress salin: le stress salin est défini comme une concentration excessive en sel. Le
terme stress salin s’applique surtout a un exces des ions, en particulier Na+ et Cl- (Hopkins,

2003).

3.2.3.1. Le stress salin

Munns et al., (2006) mentionnent que le feuillage de 1'orge soumise au stress salin est affecté
des I'imposition du stress par l'effet du manque d'eau et non par l'effet ionique du sel. Les
effets ioniques ne sont visibles qu'une semaine a 10 jours aprés imposition du stress salin.
Dans le cas ou le niveau de stress est intense et que la plante posséde une faible capacité
d'exclusion des ions mis en cause (Na' et CI') les effets apparaissent sur les feuilles dgées ou
les ions Na" et/ou Cls'accumulent dans le cytoplasme et induisent I'inhibition enzymatique. Ils
affectent aussi la structure de la membrane, déshydratent la cellule aprés que la vacuole soit
fortement concentrée. Les mécanismes controlant la tolérance sont de deux types: ceux
minimisant l'entrée des ions toxiques et ceux minimisant l'accumulation des ions toxiques
dans le cytoplasme. Les especes halophytes posseédent les deux mécanismes. Elles excluent
les ions toxiques et les compartimentent aussi dans la vacuole ou ils font le moins de
dégats.La salinité devient de plus en plus un important facteur limitant la production des
végétaux dans les zones arides et semi arides. La tolérance a ce type de stress est considérée
comme une caractéristique quantitative sous contrdle génétique de génes mineurs (Cuin et al.,
2008). L'amélioration de la résistance a ce type de stress selon le processus de sélection

classique est peu efficace (Houshmand et al., 2005). Des stratégies alternatives sont
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recherchées dont entre autre la production des plantes transgéniques (Moose et Mumm,
2008) ; la régénération de plantes acquérant la tolérance a la salinité apres sélection in vitro
(Bouharmont, 1989). L'utilisation d'un matériel végétal obtenu par sélection in vitro demeure
cependant une alternative controversée. En effet s'il est facile de sélectionner des lignées
cellulaires tolérantes a la salinité in vitro, la tolérance acquise se perd une fois ce matériel

végétal est utilisé en milieu peu ou non salin (Santos et al., 2000).

4. Perception du stress

Les récepteurs du signal sont des molécules qui vont émettre une cascade de signaux
pour permettre la transmission du signal au niveau intracellulaire et ainsi activer les facteurs
de transcription qui induiront a leur tour [D’activation/la régulation de génes
spécifiquement impliqués dans la réponse au stress (Panjabi-Sabharwal et al., 2010 in

Khader et Zitouni, 2017).

Les cellules végétales ne possedent pas un récepteur spécifique d’un stress donné, mais plutot
un ensemble de récepteurs qui vont &tre sollicités par les différentes composantes du stress

(Lemzeri, 2007).

Les mécanismes de perception puis de signalisation via une transduction de signaux et de
messagers afin d’activer les diverses réponses physiologiques et métaboliques, y compris
I’expression de geénes de réponse au stress (Chinnusamy et Zhu, 2003 ; Chinnusamy et al.,

2005; Mahajan et al., 2008).

Les conditions de stress abiotiques constituent une source de signaux complexes pour les
cellules. Un seul type de stress correspond a des variations physiques et/ou chimiques, ces
composantes représentant pour la plante des informations différentes. Par exemple, une
diminution de la température entraine des contraintes mécaniques, un changement dans
I’activité des macro-molécules, ainsi que des modifications des conditions osmotiques du

milieu extra-cellulaire (Lemzeri, 2007).

Des voies de signalisation sont activées en réponse aux stress environnementaux. La
réponse au stress (salin ou hydrique) est initiée quand une plante per¢oit un déficit hydrique
au niveau cellulaire. La reconnaissance du signal va conduire a [Dactivation de

voies de transduction du signal qui seront a [’origine de modification de l'expression
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des genes du métabolisme et de 1’ajustement de la quantité d’eau au niveau cellulaire

(Panjabi-Sabharwal et al., 2010).

5. Transduction du signal

Les végétaux percoivent les signaux environnementaux et les transmettent a la cellule pour
activer des mécanismes de réponses. La voie de transduction du signal commence parsa
perception au niveau de la membrane végétale, suivie par la production de secondsmessages
et de facteurs de transcription. Ces facteurs controlent alors I’expression des geénesimpliqués
dans la réponse au stress, incluant des changements morphologiques,biochimiques et

physiologiques (Roeder, 2006).

6. Effets de la salinité sur la germination des graines:

La germination est régulée par des caractéristiques génotypiques mais aussi par les conditions
environnementales et en particulier par la disponibilité de l'eau dans le sol et la présence de
sels (Ndour et Danthu, 2000). Ainsi, la germination des graines est le stade le plus sensible
aux stress salin et hydrique (Boulghalagh et al., 2006). On peut considérer que la plupart des
plantes sont plus sensibles a la salinit¢ durant leurs phases de germination et de levée
(Maillard, 2001). Parmi les causes de l'inhibition de la germination en présence du sel, la
variation de 1'équilibre hormonal (Debez et al., 2001). Plusieurs auteurs ont montré un retard
de la germination causé par la salinité chez plusieurs espéces (Benata et al., 2006), méme
chez des plantes halophiles (Belkhoja et Bidai, 2004 ; Rahmoune ez al., 2008). Des travaux
effectués sur des halophytes ont montré que I'effet inhibiteur du NaCl sur la germination serait
essentiellement de nature osmotique, le sel empéchant 1'imbibition de la graine (Debez et al.,

2001).

La germination des plantes, qu'elles soient halophytes ou glycophytes, est affectée par la

salinité. Selon l'espéce, 1'effet dépressif peut €tre de nature osmotique ou toxique :

- Les effets osmotiques se traduisent par I’inaptitude des graines a absorber des quantités
suffisantes en eau pour les ramener a leur seuil critique d’hydratation, nécessaire au

déclenchement du processus de germination ;
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- Les effets toxiques sont liés a une accumulation cellulaire de sels qui provoquent des
perturbations des enzymes impliquées dans la physiologie des graines en
germination,présence continue de chlorure de sodium (NaCl) dans le milieu de culture
entraine une augmentation d’une part de 1’épaisseur des limbes (ce qui deviendrait un élément

limitant dans la porosité stomatique) et d’autre part des vitesses d’ouverture des stomates.

La photosynthése étant réduite chez les plantes cultivées en milieu salin. Munns (1993) a tout
d’abord pensé que cet effet dépressif serait a I’origine de la diminution de la croissance.
Toutefois, comme cette croissance diminue plutot que la photosynthese et, a long terme, elle
décline davantage que cette dernicre ; il a alors considéré que 1’accumulation de carbone par
les plantes serait affectée par la salinité a cause d’une réduction de I’indice foliaire plutot que

du taux de la photosynthése.

Le sel peut également provoquer la modification de la densité des stomates, du nombre et du
diamétre des vaisseaux du xyleéme chez les halophytes, ou accélérer le cycle biologique avec

changement de la voie métabolique de fixation du carbone (Levigneron et al., 1995).

7. Effet de la salinité sur la croissance et le développement des plantes:

Les effets de la salinité sur la croissance des plantes varient en fonction du type de salinité, de
la concentration du sel, de I’espece, de la variété, de 1’organe de la plante, ainsi que de son
stade végétatif ( Levigneron et al., 1995). Les effets de la salinit¢é se manifestent
principalement par une diminution de la croissance de I’appareil végétatif, caractérisé par la
faible ramification, le faible diameétre des organes, le nombre réduit des nceuds et les
réductions du nombre de feuilles et de la longueur de la tige et par conséquent 1’augmentation

du rapport racine/tige (Meloni ez al. 2001).

L'analyse de la réponse d'une plante au stress salin, montre que la réduction de la croissance

se déroule en:
- une réponse rapide face a I'augmentation de la pression osmotique a 1’extérieur.

-une réponse plus lente en raison de l'accumulation de Na+ dans les feuilles.
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Dans la premiére phase osmotique, (qui commence immédiatement apres 1'augmentation de la
concentration du sel a un niveau seuil de la solution du sol). Le taux de la croissance diminue

d'une facon significative (Munns, 1993).

8. La physiologie de l1a germination des graines:

Au cours de la germination, la graine se hydrate et consomme de 1’oxygéne pour oxyder ses
réserves en vue d’acquérir I’émerge nécessaire. La perméabilité du tégument et le contact
avec les particules du sol conditionnent 1I’imbibition et la pénétration de 1’oxygene. Les

réserves de toute nature sont digérées (Michel, 1997).

9. Les conditions optimale de germination des graines:
9.1. Condition interne de la germination:
Avant la germination, la graine doit répondre a de nombreuses conditions internes qui sont :

La maturité c’est-a-dire que toutes les parties qui la constituent soient complétement

différencié¢es morphologiquement (Heller, 2000).

La deuxiéme condition est la disponibilit¢ de 1’amidon, des protéines, des lipides, et des
nutriments pour ’embryon de la graine a travers [activit¢ des enzymes et des voies

spécifiques (Miransari et Smith, 2009).

La troisieme condition est la longévité des semences, autrement dit, la durée pendant laquelle

les semences restent vivantes et gardent leur pouvoir germinatif.
Cette dernicre condition varie considérablement en fonction des especes (Heller, 2000).
9.2. Condition externe de la germination :

La graine exige la réunion des conditions extérieures favorables a sa voir 1’eau, 1’oxygene, la

température et la lumicre.

9.2.1. L’eau :

elle est absolument nécessaire, en son absence, la graine reste séche et peut conserver

longtemps sans changer d’état liquide (Chaussat et al., 1975).
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9.2.2. L’oxygéne :

En méme temps que I’imbibition, on constate que les graines qui étaient en vie ralentie, se

remettent a respirer. Selon (Soltner, 2007) I’oxygéne est indispensable a la germination.

Une faible quantité d’oxygene peut étre suffisante pour permettre la germination (Mazliak,

1982).

9.2.3. La température :

La température compatible avec la germination s’inscrit dans une gamme assez large (sous

réserve que la semence ne soit pas dormante) (Heller et al., 2006).
9.2.4. La lumiere :

La lumicre agit de maniere différente sur les especes. Elle inhibe la germination des graines a
photosensibilité négative et stimule celles-ci a photosensibilité positive (Anzala, 2006). Les

especes indifférentes a la photosensibilité sont rares (Heller et al., 1990).

En conclusion, humidité, chaleur, oxygénation et exposition a la lumiére sont les maitres mots

d’une germination efficace.
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1. Matériel

La partie expérimentale a ¢été réalisée dans le laboratoire de biologie de la faculté des sciences

de la nature et de la vie de l'université Ziane Achour de Djelfa.

1.1.Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des akeénes germés d’ Artemisia herba-alba récoltés dans des
sacs en papier durant la fin du mois de janvier et le début de février 2019, dans deux stations
situées dans les zones de Chaiba (wilaya de Biskra) et de Taadmit ; localit¢ de Ben Hamed

(wilaya de Djelfa) (Figure 9).
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Figure 9: Situation géographiques des deux stations de prélévement (Fond de carte; Source

google Map)
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Les données géographiques et climatiques des deux stations de prélévement sont consignées

dans les tableaux 1 et 2.

Tableau 1: Données géographiques des stations de prélévement des échantillons d’Artemisia

herba-alba
Données géographiques
Station Code
Lat. N Long. Altitude
Chaiba (Biskra) P1 34°50'10" 04°56'00"E 430m
Ben-Hamed (Djelfa) P2 34°20'19" 02°5321"E 1220 m

Tableau 2: Données climatiques des stations de prélévement des échantillons

d'drtemisia herba-alba

ETP

Station P(mm) | M (°C) m (°C) P/ETP Q3 *Climat
(mm)

P1 186 35,3 2,5 1297 0,14 19,5 Alf

P2 237 34,5 0,5 1201 0,20 23,9 ASf

*Climat : Classes des étages bioclimatiques sont définies selon le climagramme d’Emberger (1955).
Légende :

a) P = Pluviosité moyenne annuelle en mm, M = Moyenne des maxima quotidiens du mois le plus chaud, m =
:moyenne des minima quotidiens du mois le plus froid, ETP = Evapotranspiration, P/ETP= indice d’aridité ; Q3
= Quotient pluviothermique d'Emberger (1955), modifié¢ par Stewart (1969) pour 1’Algérie et le Maroc ; Q3 =
3,43 P/M-m, ou M et m sont exprimés en °C.

b) ASf = Aride Supérieur a hiver frais, Alf = Aride Inférieur a hivers frais.

a) Sources des données climatiques: Bougoutaia (2009) ; Le Houérou, (1995), (https://fr.climate-data.org)

NB : En raison du manque des données pour la station P1 de Chaiba, nous avons considéré les

donnée de la station la plus proche, a savoir la stations de Ouled Slimane (M’sila).

2. Méthodes
2.1. Dénombrement des chromosomes

Différentes méthodes sont décrites pour I'é¢tude des chromosomes, elles mettent en jeu

l'application d'agents chimiques pour le prétraitement, la fixation et la coloration des cellules

35




Chapitre IV: Matériel et Méthodes

en divisions. Ces méthodes sont largement décrites dans le cahier des « Techniques de

cytogénétique végétale» (Jahier, 1992).
2.1.1. Germination des graines

Les akeénes Artemisia herba-alba sont triés a I'aide d'une loupe binoculaire « vu leur taille tres
petite» et mises a germer a 'obscurité¢ dans des boites de pétri tapissées de papier absorbant et

imbibées d'eau distillée a une température ambiante.

2.1.2. Prélévement des apex racinaires:

Le prélevement des apex d'une longueur de 1 & 1.5cm racinaires a eu lieu 4 a 6 jours apres la

mise en germination des akeénes.

2.1.3. Le prétraitement:

L'agent utilisé est une solution de colchicine a une concentration de 0,057 (0,05g de

colchicine dans 100 ml d'eau distillée) pendant 2h 45min a la température ambiante.

2.1.4. La fixation:

Apres prétraitement, les apex racinaires sont fixés dans le Carnoy I (3V.Ethanol absolu — 1V.

Acide acétique glacial), a pendant 48h.

Une conservation dans I’Ethanol 70% a 4°C a été effectuée pour certains échantillons qui

n’ont pas €té passés directement a 1’hydrolyse.
2.1.5. L'hydrolyse:
L'hydrolyse est effectuée dans le HCL (IN) pendant 2 a 4 mn a 60°C.

2.1.6. La coloration:

La coloration a été effectuée a I’aide de l'acéto-orcéine 2 % pendant un temps variable de 1h a

24h.
2.1.7. Ecrasement et montage:

L'écrasement est effectué selon la méthode de Jahier (1992). Les apex colorés sont sectionnés
et déposés sur une lame dans une goutte de carmin acétique a 1% ou bien dans de l'acide

acétique a 45%. La préparation est recouverte d'une lamelle et écrasée doucement en tapotant
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a l'aide d'une tige en bois. L'étalement peut étre accentué¢ par un léger chauffage en passant

rapidement la lame au dessus d'une flamme.

2.1.8. Observation microscopique:

Les cellules en division sont repérées au microscope photonique a l'aide d'un objectif de faible
grossissement (X 10) puis au grossissement (X 40) pour une bonne visualisation de 1'image.

Le dernier grossissement est celui de 1'objectif (X 100) a immersion.

Les meilleures plaques sont photographie par un appareil photos.

2.2. Effet du stress salin

Cet essai a porté sur des graines d'drtemisia herba alba récoltées dans les stations de Chaiba

(W. de Biskra), et Taadmit; localité¢ de Benhamed (W. de Djelfa).

L'essai de germination a concerné l'effet de différentes concentrations salines de chlorure de
sodium (NaCl) et de chlorure de calcium (CaCl,) sur I’évolution de germination des graines

d'Artemisia herba alba dans chaque population

Les graines sont mises a germer dans des boites de Pétri stériles, contenant deux couches de
papier Wattman imbibé avec différentes concentrations (0, 50, 100 et 150 mM) des deux sels
solubles (NaCl et CaCl,).. Ces catégories de concentrations choisies se situent dans la gamme
de celles signalées par Halitim, (1988) pour les différents sols dans les parcours arides
algériens.. Pour chaque traitement, 100 graines sont réparties en quatre lots (répétitions) de 25
graines chacun, et placées dans des boites de Pétri arrosées de 10 ml de chaque solution de
sel. Le papier Wattman est imbibé a chaque fois qu’il est nécessaire par 1’eau distillée pour

maintenir une humidité suffisante et permanente pour la germination.

Le test de germination a été réalisé pendant 24 jours, sous un régime de température
alternatif. Le cycle alternant de températures jour / nuit comprend 20 heure a 12 °C a
I’obscurité et 4 heures a 25 °C a la lumiére. Le nombre de graines qui ont germé a ét€¢ compté
régulierement. L'apparition d'une radicule de 1 a 2 mm a été adoptée comme criteére
d'émergence de la germination. Le test de germination a été réalisé sur un plan complet

randomisé.
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2.3. Analyses statistiques

Les parametres statistiques analysés sont :

2.3.1. La précocité de germination ou temps de latence (TL)

La précocité de germination, ou le temps de latence (TL) : signifie le début de la germination,

est exprimé en jours.

En général, chaque espéce dispose d’une précocité de germination spécifique a sa nature
(Dadach, 2016). Car méme placée dans les mémes conditions expérimentales, le début
d’apparition de la radicule a travers la membrane n’aura pas lieu en méme temps chez toutes
les graines (Renard et Quillec, 1975). Ce parameétre est déterminé lorsque nous observons les
premicres graines germées. Dans ce cas, la précocité¢ de la germination est exprimée par le
nombre de jours nécessaires pour le déclenchement de la germination et qui correspondant a
I’intervalle de temps entre le semis des graines et les premieres graines germées (Belkhodja,

1996).

2.3.2. Taux final de germination (TFG)

Le taux final de graines germées (TFG) ou capacité¢ de germination exprimé en % : Sur la
base du nombre total de graines utilisées (Nf), nous calculons le pourcentage final ou

maximum des graines germées (Vi) selon la relation :
TFG = Nix 100 / Nt

Ce parametre constitue le meilleur moyen d’identification des conditions environnementales

qui présentent la limite physiologique de germination des graines (Maraghni et al., 2010)

2.3.3. Temps moyen de germination (TMG)

La vitesse de germination permet d’exprimer [’énergie de germination responsable de
I’épuisement des réserves de la graine. C'est la variation dans le temps des taux de
germination des I’apparition de la premiere pointe de la radicule d’une ou des graines jusqu’a
la stabilit¢ de la germination, s'exprimant par le taux de germination obtenu a un moment

donné (Dadache, 2016). Elle peut s’exprimer par différentes méthodes :
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Le temps moyen de germination (TMG) se calcule de la fagon suivante selon Redondo-

Gomez et al. (2007) :
TMG = Xi (Vi x Di)/N

Ou Ni est le nombre de graines germées au jour i, Di est la période de germination en jours, et

N est le nombre total de graines germées

2.3.4. Cinétique de germination (CG)

La cinétique de germination est une courbe de germination qui décrit le déroulement de la
germination du lot de semences considéré placé dans des conditions bien précises. Elle
représente le plus souvent I'évolution des pourcentages de germination cumulés en fonction
du temps. Cette cinétique est établie a partir des taux cumulés de graines germées ; c'est-a-dire

la variation des taux de germination en fonction du temps exprimé en jour (Dadach, 2016).

Les courbes de germination donnent une idée compléte de 1'évolution de la germination d'un

lot de semences placées dans des conditions déterminées (Mguis et al., 2011).

Une analyse de variance a deux facteurs (ANOVA) a ¢été réalisée a 1’aide du programme
Statistica v6 pour tester les effets des populations (P), des concentrations (C) et de leur

interaction (P x C) sur les paramétres TL, TFG et TMG.

Le test de Bonferroni a été appliqué (P < 0,01) pour déterminer les groupes homogenes

statistiquement.

Les histogrammes ont été réalisés a I’aide du programme Excel 2007.
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1. Résultats
1.1. Nombre de chromosomes

Le présent travail constitue une contribution dans 1’étude cytogénétique par une technique
classique réalisé sur deux populations d'Artemisia herba alba en provenance des zones de

Chaiba (wilaya de Biskra) et Taadmit ; localité de Ben Hamed (Wilaya de Djelfa).
1.1.1. Germination des graines :

Aprés 3 a 6 jours de la mise en germination des akénes, on a obtenu des racines d'une
longueur de 1 a 1,5 cm qui sont optimales a l'utilisation pour les différentes étapes

d'observation de méristémes racinaires (Figure 10 ).

Figure 10: Germination des akénes d’Artemisia herba-alba (apreés 10 jours) (population

Chaiba)
1.1.2. Observation au microscope optique
Les observations au microscope ont été effectuées sur 1'ensemble des cellules issues des deux

populations étudiées dans les mémes conditions,
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La zone méristématique (apex racinaire) colorée est isolée et déposée sur une lame dans une
goutte de Carmen-acétique (45 %), et écrasée entre une lame et une lamelle puis observée au

microscopique optique.
1.1.3. Dénombrement chromosomique

Dans les apex ou les cellules en division sont nombreuses et sur les quels on a effectué¢ un
écrasement adéquat, on a observé de bonnes plaques métaphasiques qui contiennent des

chromosomes avec leur meilleure morphologie et bien séparés les uns des autres.

La coloration des apex racinaires a I’orcéine 2 % nous a permis de distinguer deux nombres
chromosomiques somatiques (2n) significativement différents chez Artemisia herba-alba; 2n
= 18 chromosomes confirmé chez la population P1 de Chaiba et 2n = 36 chromosomes chez la

population P2 de Taadmit (Figures 11)

b Chromatine

Cellule en métaphase

f

J ootr S

Figure 11 : Plaques métaphasiques de la population de Chaiba (2n=18 ; A) et la population de
Taadmit (2n =36 ; B) (G x100)
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1.2. Résultats de I’effet du stress salin sur la germination des graines

1.2.1. Effet du stress salin sur le temps de latence (TL) des graines

Le temps de latence sous I’effet des deux sels (NaCl et CaCl,) varié entre 6 et 7 jours pour
toutes les concentrations salines dans les deux cytotypes, a I’exception de la population de
Chaiba (P1) ou nous avons enregistré un TL relativement court (4,7 jour) a la concentration

C1 du CaCl.

Les valeurs les plus élevées de TL sont 7 jours, enregistrées a C3 pour les deux sels

(Tableau 3).

Tableau 3: réaction entre le TL et les différentes concentrations salines du NaCl

NaCl CaCl,
Cytotype Concentration TL+ET TL+ET
(jour) (jour)
CO0 (Ommol) 6,0+ 0,0 6,0+ 0,0
- C1 (50mmol) 6,3+0,5 4,7+2,0
C2 (100mmol) 6,3+0,5 6,2+0,5
C3 (150mmol) 6,5+0,6 6,5+0,6
CO (Ommol) 6,3+0,5 6,2+0,5
- C1 (50mmol) 6,5+ 0,6 6,2+0,5
C2 (100mmol) 6,3+0,5 6,7+0,5
C3 (150mmol) 7,0+0,0 7,0+£0,0

L’analyse de la variance de TL sous I’effet du NaCl ne montre pas de différences significative
pour les deux facteurs considérés (population et concentration saline), ni pour leurs

interactions (Tableau 4).
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Tableau 4 : Analyse de la variance a deux facteurs de 1’effet du NaCl sur le temps de latence

(TL) dans les deux cytotypes d’Artemisia herba-alba (o= 0,05)

Source de

SC DDL MC F P
variabilité
Pop 0,50 1,00 0,50 2,40 0,13
C 1,75 3,00 0,58 2,80 0,06
Pop x C 0,25 3,00 0,08 0,40 0,75

L’analyse de I’effet du CaCl2 sur le TL, a révélée des différences significatives entre les deux
populations (F = 5,42 ; P < 0,05), ainsi que entre les différentes concentrations salines (F =

3,39 ; P<0,05) (Tableau 5)

Tableau 5 : Analyse de la variance a deux facteurs du temps de latence (TL) sous I’effet du

CaCl, dans les deux cytotypes d’Artemisia herba-alba (o = 0,05)

Source de

SC DDL MC F P
variabilité
Pop 3,78 1,00 3,78 5,42 0,03
C 7,09 3,00 2,36 3,39 0,03
Popx C 1,84 3,00 0,61 0,88 0,47

Le test de Bonferroni montre que les deux populations sont séparées en deux groupes

homogenes selon les valeurs de TL sous ’effet de CaCl, (Tableau 6).

Tableau 6: Test de Bonferroni des groupes homogenes selon les valeurs de la variable TL

sous I’effet du CaCl, (o = 0,05)

Pop. TL Groupe 1 Groupe 2
P1 5,88 otk
P2 6,56 Rl
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1.2.2. Taux final de germination (TFG)

1.2.2.1. Effet du NaCl sur le TFG

L’effet du NaCl sur le TFG dans les deux populations est illustré dans la figure 12. Le TFG
diminue quand I’intensité de la salinit¢é augmente dans le milieu, sauf pour le traitement
témoin (CO0) des deux populations et la concentration C1 pour la population P1, ou nous avons
observé un TFG faible, ceci est du au développement des champignons sur les graines
germées. La population de Taadmit (P2) montre une tolérance remarquable vis-a-vis 1’effet
stressant du NaCl en comparaison avec la population de Chaiba (P1), traduite par un TFG

supérieur pour tous les traitements.

90 - 85.29 8175
80 1 73.79 77.00

55.4
48.6
41.7 )
312 M P1 (Chaiba)
M P2 (Taadmit)
CO C1 C2 C3

Figure 12 : Effet du NaCl sur le taux final de germination (TFG) des graines d’Artemisia

Taux de germination

herba-alba dans les deux cytotypes

L’analyse de la variance a deux facteurs du TFG des graines d’Artemisia herba — alba a
montré une différence significative entre les deux populations (F = 61,68 ; P < 0.05).
Cependant, les différents niveaux des concentrations salines (C) et leurs interactions (P x C)
n’ont pas exercé un effet significatif sur le TFG pour les deux populations (P > 0,05)

(Tableau 7).
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Tableau 7 : Analyse de la variance a deux facteurs de 1’effet du NaCl sur le taux final de

germination des graines dans les deux cytotypes d’Artemisia herba-alba (o.= 0,05)

Source de

SC DDL MC F P
variabilité
Pop 9914,61 1,00 9914,61 61,68 0,00
C 1097,10 3,00 365,70 2,28 0,11
Pop x C 498,02 3,00 166,01 1,03 0,40

Le test de Bonferroni montre clairement que les deux cytotypes sont bien séparés en deux

groupes homogenes selon les valeurs du TFG sous 1’effet du sel NaCl (Tableau 8).

Tableau 8:Test de Bonferroni des groupes homogenes dans les deux cytotypes selon les

valeurs de la variable TFG sous I’effet du NaCl (a = 0,05)

Cytotype TFG Groupe 1 Groupe 2
P1 44,26 otk
P2 79,47 otk

1.2.2.2. Effet du CaCl2 sur le TFG

L’allure de I’histogramme de I’effet du CaCl, sur le TFG dans la figurel3 est semblable a

celle de I’effet du NaCl sur le TFG. Ce dernier diminue quand D’intensit¢ de la salinité

augmente dans le milieu, excepté pour les traitements CO ou nous avons observé un TFG

faible, ceci est du au développement des champignons sur les graines germées. Les valeurs

du TFG sont dans leurs globalités supérieures dans les individus de la population de Taadmit

que dans les individus de la population de Chaiba.
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Taux de germination

Co
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62.63
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M P2 (Taadmit)

Figure 13 : Effet du CaCl, sur le taux final de germination (TFG) des graines d’Artemisia

herba-alba dans les deux populations

La comparaison des moyennes par le test ANOVA du TFG sous ’effet du CaCl, montre une

différence significative entre les deux populations (F = 10,16 ; P < 0.05), ainsi que entre les

différents niveaux des concentrations salines (C) (F = 9,47 ; P < 0.05). En revanche,

les

interactions des deux facteurs (P x C) n’ont pas exercé un effet significatif sur le TFG pour les

deux populations (P > 0,05) (Tableau 9).

Tableau 9 : Analyse de la variance a deux facteurs de I’effet du CaCl, sur le taux final de

germination des graines dans les deux populations d’Artemisia herba-alba (0. = 0,05)

Source de

SC DDL MC F P
variabilité
Pop 1420,52 1,00 1420,52 10,16 0,00
C 3970,35 3,00 1323,45 9,47 0,00
Popx C 470,89 3,00 156,96 1,12 0,36

Le test de Bonferroni sépare les deux populations en deux groupes homogenes selon les

valeurs du TFG sous I’effet du sel CaCl, (Tableaul0).
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Tableau 10:Test de Bonferroni des groupes homogenes dans les deux populations selon les

valeurs de la variable TFG sous I’effet du CaCI2 (a = 0,05)

Cytotype TFG Groupe 1 Groupe 2
P1 49,34 otk
P2 62,67 otk

1.2.2.3. Effet du NaCl sur le Temps Moyen de Germination (TMG)

Les plus faibles TMG sous I’effet du NaCl sont enregistrés chez les témoins (C0). Cependant,
les TMG les plus longs sont notés a la concentration C2 (6,40 jours) pour la population P1, et

a la concentration C3 (9,05 j) pour la population P2 (Figure 14).
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Figure 14: Effet des différentes concentrations salines de NaCl sur le TMG des graines

d’Artemisia herba-alba dans les deux populations

Le test ANOVA a deux facteurs montre une différence significative du TMG (F = 23,72 ; P <
0.05) entre les deux populations sous I’effet stressant du NaCl. En revanche, les

concentrations salines (C) et leurs interactions (C x P) n’ont exercé un effet significatif sur les

variations du TMG, (Tableau 11).
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Tableau 11 : Analyse de la variance a deux facteurs du TMG sous I’effet de différentes

concentrations salines du NaCl chez les deux populations d’Artemisia herba-alba (0. = 0,05)

Source de

SC DDL MC F P
variabilité
Pop 102,18 1,00 102,18 23,72 0,00
C 14,19 3,00 4,73 1,10 0,37
Pop x C 6,13 3,00 2,04 0,47 0,70

Le test de Bonferroni sépare les deux populations en deux groupes homogenes selon les

valeurs du TMG sous I’effet du sel NaCl (Tableau 12).

Tableau 12:Test de Bonferroni des groupes homogenes selon les valeurs de la variable TMG

sous I’effet du NaCl (a. = 0,05)

Pop. TFG Groupe 1 Groupe 2
P1 5,03 otk
P2 8,60 otk

1.2.2.4. Effet du CaCl2 sur le Temps Moyen de Germination (TMG)

Les plus faibles TMG, sous I’effet de différentes concentrations salines de CaCl2 sont
enregistrés chez les témoins (C0). Cependant, les plus longs TMG sont notés a C1 pour les

deux populations P1 (7,45 jours) et P2 (9,05 jours) (Figure 15).
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Figure 15 : Effet des différentes concentrations salines de CaCl, sur le TMG des graines

d’Artemisia herba-alba dans les deux populations

L’ANOVA a deux facteurs de I’effet du stress salin montre une différence significative du
TMG entre les deux populations (F = 13,00 ; P < 0,01), ainsi que entre les différentes
concentrations salines (F =9,79 ; P <0,01). Par contre, I’interaction des deux facteurs n’a pas

exercé un effet significatif sur les variations du TMG (Tableau 13).

Tableau 13 : Analyse de la variance a deux facteurs du TMG sous I’effet du CaCl, chez les
deux populations d’Artemisia herba-alba (0. = 0,05)

Source de

variabilité 5¢ DL Me F r

Pop 36,86 1,00 36,86 13,00 0,00
C 83,31 3,00 27,77 9,79 0,00
Pop x C 3,86 3,00 1,29 0,45 0,72

Les deux populations sont statistiquement séparées en deux groupes homogenes selon les

valeurs du TMG sous I’effet du CaCl, (Tableau 14).

Tableau 14:Test de Bonferroni des groupes homogenes selon les valeurs de la variable TMG

sous I’effet du CaCl, (o = 0,05)

Pop. TFG Groupe 1 Groupe 2
P1 5,63 oAk
P2 7,77 ok
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1.2.3. Cinétique de germination (CG)

Les cinétiques de germination des graines d’Artemisia herba-alba des deux populations sous
I’effet de différentes concentrations salines croissantes de NaCl et CaCl2 sont illustrées dans
les quatre courbes de la figure 16. Ces courbes représentent les taux de germination cumulés
pour une période de 24 jours. L’allure des courbes de CG des deux populations sous I’effet
des concentrations salines sont trés semblables pour chaque sel et reflétent une réponse
identique des individus de la population . L’analyse de cette cinétique montre globalement
trois phases ; une premicre phase de latence, due a I'imbibition des graines, une deuxi¢me
phase exponentielle ou 1'on assiste a une accélération de la germination et enfin une troisieme
phase caractérisée par un palier indiquant un arrét de germination. La phase de latence dure de
6 a 7jours chez les deux cytotypes sous I’effet de différentes concentrations salines, excepté
pour la concentration C1 de CaCl, pour la population de Chaiba (P1), ou nous avons constaté
une phase de latence relativement courte (4,7 jours moyens). La phase exponentielle de
germination commence a partir du 6eme jour et se subdivise en deux sous-phases; une
premiére sous-phase qui dure 8 jours (du Seme au 13eme jour) sous I’effet du NaCl et
seulement 6 jours (du 6eme au 12eme jour) sous I’effet du CaCl2, et marquée par une vitesse
de germination relativement ralentie, suivie par une deuxiéme sous-phase de germination
courte (2 a 3 jours) avec une vitesse de germination trés accélérée, avant d'atteindre la phase
stationnaire ou la germination s'arréte aprés un maximum de germination. Au fur et a mesure
que la salinité augmente, I'allure de cette courbe est modifiée dans le sens d'un étirement, se
traduisant par un retard et un ralentissement de la vitesse de germination, jusqu’a I’arrét total

de germination a partir du 24eme jour pour tous les traitements.
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Figure 16 : Cinétique de germination des graines d’Artemisia herba-alba des deux cytotypes
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2. Discussion
2.1. Nombre de chromosomes et niveaux de ploidie

Les techniques de cytogénétique, dont le dénombrement chromosomique constitue la
premicre €tape, sont utilisées pour la reconnaissance de la variabilité génétique au sein des
especes et ¢tablir des relations phylogénétiques entre espéces d’'un méme genre ou entre

genres d’une méme famille (Graham et Cavalcanti, 2001).

Dans le genre Artemisia, le nombre de chromosomes somatiques (2n) varie de 14 a 144
(Valles et al., 2011). Deux nombre chromosomiques de base caractérisant ses membres sont :
x =9, présent dans tous les sous-genres d’Artemisia, et x = 8 limité a certains taxons du sous-

genre (Absinthium, Artemisia et Dracunculus) (Pellicer et al., 2007; Vallés et al., 2011).

Dans ce travail, nous avons procédé¢ au comptage chromosomique par ['utilisation de la
technique classique de dénombrement chromosomique par coloration a 1’orceine 2% comme
méthode d’investigation de la variabilité génétique de deux populations d’Artemisia herba-

alba (P1 : Chaiba et P2, Taadmit).

Les résultats du comptage chromosomique effectué¢ dans les deux populations ; P1 et P2 ont
révélé 1’existence de deux nombres chromosomiques; 2n = 18 chromosomes dans la
population P1 (Chaiba) et 2n = 36 chromosomes dans la population P2 de Taadmit. Ces
résultats sont en accord avec les travaux précédents effectués sur ce taxon dans 1I’Afrique du
nord et la Péninsule ibérique, et qui ont déja révélé l'existence de deux niveaux de ploidie
chez ’espece Artemisia herba-alba (Kawatani et Ohno, 1964; Valdés-Bermejo et Gomez,
1976; Fernandez et al., 1979; Vallés, 1987; Ouyahya et Viano, 1988; Ferchichi, 1997 ;
Bougoutaia et al., 2016 ; Bougoutaia, 2018).

En Algérie, les travaux de dénombrement chromosomique réalisés sur des différentes
populations d’armoise blanche ont confirmé 1’existence du cytotype tétraploide (2n=36).
C’est le cas des travaux de Bougoutaia et al., (2016) sur 22 populations distribuées dans le
centre et ’Est Algérien, Betina (2004) sur 8 populations dans le centre et I’est algériens,
Tarfaoui (2012) sur les populations d’Oued Sdeur, Senouci et Hadroug (2013) sur des
populations de Taadmit et Benyahia et Mehdad (2014) sur la population d’Ain Ouessara.
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Le cytotype diploide 2n=18 a été signalé pour la premiere fois en Algérie par Bougoutaia et
al. (2016) dans les régions de El-Hamel, Zerarka, Ben Srour et Ouled Slimane (W. de Msila),
Baniane (W. de Biskra) et Tifelfal (W. de Batna).

Les deux cytotypes (diploide et tétraploide) possédent deux formes trés proches et trés
affines, de telle sorte que, pour un botaniste de terrain, il n'y a qu'un seul taxon. Les
différences qui les séparent ne sont pas plus grandes que celles qui se rencontrent entre

populations, voire entre individus d'une méme population (Ferchichi, 1997).

Nous indiquons que une coexistence des deux cytotypes dans la méme population a été
signalée en Algérie (Bougoutaia et al., 2016) et dans la partie nord du bassin méditerranéen ;
dans la Péninsule Ibérique (Valdés-Bermejo et Gomez, 1976; Fernandez et al., 1979;

Vallés, 1987; Torrell et al., 2003).

2.2. Effet du stress salin sur la germination des graines

L’influence de la salinité au cours de la germination est une réponse directe de I’embryon au
stress salin. Elle est directement liée a une sélectivité efficace du plasmalemme a 1’égard de
I’ion sodium. Cette sélection au stade embryonnaire est associée a une accumulation de

calcium par la graine lors de la phase de maturation (Groome et al., 1991).

Les quantités excessives de sels solubles dans les sols ont une influence négative sur le taux
de germination des espéces, en particulier dans les zones arides et semi-arides (Nedjimi ez al.,
2014). Selon Dubey et Sharma, (1990), la salinit¢ affecte la germination des graines de
différentes manicres; a savoir, la prévention de 1'imbibition de semences d'eau nécessaire a
l'activité métabolique (effet osmotique), la toxicité ionique spécifique sur la viabilité de

I'embryon, et le blocage de I'hydrolyse enzymatique des réserves de I'endosperme.

Artemisia herba-alba est une espeéce qui se multiplie par semences. La germination des
akénes sous ’effet de la salinité a fait 1'objet de plusieurs travaux (Benrebiha et al.,2011;

Nedjimi et Zemmiri, 2019).

Les résultats de test de germination, ont montré que malgré I’effet négatif de la salinité¢ des

deux sels NaCl et CaCly,, les graines d’Artemisia herba-alba étaient capables de germer sous
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toutes les concentrations salines, mais avec des taux variables selon le degré de salinité, le

type de sel et la provenance de la population

Les résultats du temps de latence (TL) sous I’effet stressant de NaCl varié entre 6 et 7 jours,
pour les deux populations sans aucune différence dans la réponse des deux populations vis-a-
vis Deffet stressant de ce sel. Cependant, pour CaCl2, les résultats du temps de latence (TL)
confirment la différence entre les deux populations d’une part, et 1’effet moins toxique du
CaCl, d’autre part. Un TL relativement court (4,7 jour) chez la population de Chaiba (P1) a
été enregistré a la concentration C1. Cependant, pour la population de Taadmi (P), le plus
court TL enregistré est 6,2 jours pour CO et C1. Ces résultats sont en accord avec White et
Broadley, 2003), ayant rapporté que le chlorure de calcium (CaCl,) est le sel le moins
toxique sur la germination des graines d'Artemisia herba-alba. Cela serait di au role
bénéfique du calcium dans le maintien de l'intégrit¢ de la membrane, la régulation de la

sélectivité en ions et la réduction des fuites de la membrane.

L’effet de la salinité de NaCl sur la germination des deux populations étudiées a montré que
les taux finaux de germination (TFG) ont été obtenus a C2 (55, 46 %) et C1 (85,29 %) pour
les deux populations P1 et P2 respectivement. Tandis que pour le sel CaCl,, les meilleurs TFG
ont été obtenus a la concentration C2 avec 64,97 % pour P1, et 72,75 % pour P2. Au-dela de
ces concentrations, une diminution significative des taux finaux de germination a été
constatée pour la concentration C3 (150 mM) des deux sels pour les deux populations. Les
plus faibles taux moyens de germination finaux maximums ont été enregistrées chez le témoin
dans les deux populations, sur lesquelles nous avons constaté un fort développement des
champignons, et ce malgré le prétraitement avec I’hypochlorite de sodium 8%, que nous
avons appliqués sur les échantillons pendant un temps de 20 min. Nos résultats sont proches
de ceux de Nedjimi et Zemmiri, (2019), dans leur étude sur une population d’Artemisia
herba-alba de Moudjbara (Djelfa), ayant constat¢ que les meilleurs pourcentages de
germinations sous ’effet CaCl, (78%) sont enregistrés a C1 (50 mM). En revanche, et pour
le sel NaCl, ils ont obtenus le meilleur pourcentage de germination (42 %) avec la

concentration C1 (50 mM).

La comparaison des comportements des deux populations vis-a-vis I’effet stressant des deux
sels montre une tolérance remarquable de la population de Taadmit au stress salin traduite par
des taux moyens de germination finaux maximums plus élevés par rapport a la population de

Chaiba et ce pour les deux sels.
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La vitesse de germination exprimée par le temps moyen de germination (TMG) sous I’effet
stressant des deux sels NaCl et CaCl,, montre que les plus longs TMG sont enregistrés chez
la population P2 de Taadmi, alors que les plus courts TMG sont enregistrés chez la population

P1 de Chaiba

Les tests de Bonferroni des groupes homogeénes ont montré clairement que les deux
populations sont bien séparés en deux groupes homogenes, selon les valeurs de TL, TFG et
TMG, sous I’effet des deux sels NaCl et CaCl, séparément. Cela nous laisse a penser que
cette tolérance a la salinité de la population de Taadmit est d’origine génétique. Les résultats
de dénombrement chromosomique confirment la variabilit¢ génétique entre les deux
populations ; la population de Chaiba est une diploide avec un nombre chromosomique 2n =
18 chromosomes, et la population de Taadmit est une population tétraploide, avec un nombre

chromosomique 2n = 36 chromosomes.
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Discussion générale

La polyploidie est reconnue comme une étape importante dans la diversification évolutive des
plantes a fleurs (Lewis, 1980; Levin, 1983; Stebbins, 1985). Selon Husband et al.(2013), les
especes polyploides sont marquées par une distribution davantage dans des environnements
extrémes en comparaison avec des diploides, ce qui €tait souvent attribu¢ a une plus grande
résistance au froid et a la tolérance aux longues photopériodes. Ces propos supportent aussi
les conclusions de Boussaid (2013) pour une meilleure adaptation des polyploides de Stipa

tenacissima de I’ Algérie aux environnements extrémes.

En Algérie, selon Bougoutaia (2018), les cytotypes diploides d’Artemisia herba-alba sont
distribués exclusivement dans des conditions arides et sahariennes, alors que les cytotypes
tétraploides présentent une distribution spatiale plus large couvrant presque toute la steppe
Algérienne (excepté pour le grand sud ou ce cytotype n’a pas été rencontré) avec une grande
adaptation aux variations des conditions hydriques et thermiques allant de I’aride inférieur

tempéré jusqu’au semi-aride inférieur froid.

Plusieurs travaux ont montré que la polyploidie modifiait les fonctions physiologiques ou
l'expression des génes chez des especes végétales supérieures telles que le mais (Zea mays), la
pomme de terre (Solanum phureja), le blé (Triticum aestivum) et le Paulownia australis.
(Stupar et al., 2007; Riddle et al.,, 2010; Yang et al.,, 2014; Dong et al., 2017). La
polyploidie a également été considérée comme un outil important pour améliorer la tolérance

au sel chez les plantes (Xue et al., 2015; Ruiz et al., 2016).

Le stress di au sel est I'un des principaux stress abiotiques et peut inhiber la croissance, le
développement et la productivité des plantes en raison des effets du stress osmotique, de la
toxicité des ions, de I’accumulation d’espéces réactives de 1’oxygene, etc. (Takemura et al.,
2000; Grattan et Grieve, 1999). Des concentrations ¢levées en sel (NaCl) entrainent le

flétrissement et la mort des feuilles des plantes (Marques et al., 2013).

Les résultats de I’étude cytogénétique classique par le dénombrement des chromosomes ont
révélé deux nombres chromosomiques ; 2n = 18 chromosomes dans la population de Chaiba
(Biskra), située sur une altitude de 430 m, et marquée par un climat de type aride inférieur

frais, et 2n = 36 chromosomes dans la population de Taadmit, située sur une altitude de 1220
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m et marquée par un climat de type aride supérieur frais. Bien que la population de Chaiba
soit située dans un climat sec, les conditions écoclimatiques de la station de Taadmit sont plus
séveres en raison de la rudesse de I’hiver, dont la moyenne de la température minimale du

mois de janvier atteint 0,5 °C.

L>’effet inhibiteur des deux sels (NaCl et CaCl2) sur la germination des graines de deux
populations d’Artemisia herba-alba et qui a été évalué par quatre parameétres (TL, TFG,
TMG, CG), a montré une tolérance exceptionnelle de la population de Taadmit (tétraploide)
aux effets stressant des deux sels en comparaison avec la population de Chaiba (diploide).
Nos résultats sont en accord avec les données les plus récentes de Wu et al., (2019), ayant
démontré que les tétraploides sont plus tolérants a la salinité que les diploides chez la
betterave a sucre (Beta vulgaris). Ils sont en accord aussi avec ceux de Wang et al. (2013)
ayant démontré que les plantes de robinier (acacia) tétraploide (Robinia pseudoacacia)
présentaient une tolérance au sel supérieure a celle de plantes diploides. Xue et al. (2015) ont
¢galement constaté que la tolérance au sel de plantes de pomme tétraploide (Malus domestica)

¢tait supérieure a celle de plantes diploides.

Chez Arabidopsis thaliana, il a ¢ét¢ démontré que les plantes tétraploides avaient une
accumulation de K* élevée et une accumulation réduite de Na™ dans les feuilles par rapport
aux plantes diploides exposées au stress salin (Chao et al., 2013). Dans le bl¢ tendre, les
cultivars hexaploides naturels et synthétiques accumulent également plus de K et moins de
Na'" dans les feuilles et affichent une tolérance au sel supérieure a celle des tétraploides
(Schachtman et al., 1992; Yang et al., 2014). Ces résultats impliquent que I'amélioration de
la tolérance de la ploidie a la salinité est liée a la fois a I'augmentation de K et a la réduction
de l'accumulation de Na', maintenant ainsi I'homéostasie ionique dans les tissus végétaux

(Chao et al., 2013; Yang et al., 2014).
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Conclusion et perspectives

Artemisia herba-alba est un excellent arbuste fourrager largement distribué dans les parcours
steppiques algériens. Au plan cytogénétique, ce taxon se présente sous deux formes de
ploidie ; le cytotype diploide (2n = 2x = 18), et le cytotype tétraploide (2n = 4x = 36). Les

deux formes existaient en Algérie.

La présente étude visait a étudier 1’influence des deux sels solubles (NaCl et CaCl,) sur la
germination des graines dans deux cytotypes d’Artemisia harba-alba récoltés dans les régions

de Chaiba (Biskra) et Taadmi (Djelfa)

Le dénombrement des chromosomes nous a permis de distinguer deux nombres
chromosomiques somatiques (2n) significativement différents chez Artemisia herba-alba; 2n
= 18 chromosomes confirmé chez la population de Chaiba et 2n = 36 chromosomes chez la

population de Taadmit.

Les résultats de test de germination ont montré que, malgré 1’effet négatif de la salinité des
deux sels ; NaCl et CaCly, les graines d’Artemisia herba-alba étaient capables de germer dans
toutes les concentrations salines, mais avec des taux variables selon le degré de salinité, le

type de sel et la provenance de la population.

L’ effet inhibiteur des deux sels, et qui a été¢ évalué par quatre parameétres (TL, TFG, TMG,
CG), a montré une tolérance exceptionnelle a la salinit¢é de la population de Taadmit
(tétraploide) en comparaison avec la population de Chaiba (diploide). Cette tolérance du
cytotypes tétraploide a été confirmée remarquablement par des valeurs de TFG plus ¢levées

pour toutes les concentrations salines.

En conclusion, nos résultats suggerent que le cytotype tétraploide présente une tolérance a la

salinité supérieure a celle du cytotype diploide chez Artemisia herba-alba

Comme perspectives, et afin de mieux comprendre cette espece sur le plan écologique et

génétique, nous émettons les recommandations suivantes :

— Une prospection des populations tétraploides et leurs limites potentielles de répartition en

Algérie s’averent nécessaires pour toute stratégie de conservation et d’exploitation.
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— Renforcement de la stratégie de mises en défens, et de réfléchir a la mise en place d’une
collection (Pastoritum) des individus d’Artemisia herba-alba de différentes régions,
notamment les tétraploides pour conserver les ressources génétiques de ce taxon.

— Des investigations supplémentaires sont nécessaires pour extrapoler ces résultats des

conditions de laboratoire aux conditions sur le terrain.
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Résume

Le dénombrement des chromosomes a révélé I’existence deux nombres chromosomiques somatiques (27) chez
Artemisia herba-alba; 2n = 2x =18 chromosomes confirmé chez la population de Chaiba (Biskra) et 2n= 4x =

36 chromosomes chez la population de Taadmit (Djelfa).

Les résultats de test de germination, ont montré que malgré I’effet négatif de la salinit¢ des deux sels NaCl et
CaCly, les graines d’Artemisia herba-alba étaient capables de germer sous toutes les concentrations salines, mais

différemment, selon le degré de salinité, le type de sel et la provenance de la population.

L’’effet inhibiteur des deux sels sur la germination des graines de deux populations d’Artemisia herba-alba;
évalué par quatre paramétres (TL, TFG, TMG, CG), a montré que les individus du cytotype tétraploide

présentent une meilleure tolérance a la salinité en comparaison avec les individus du cytotype diploide.

Mots-clés : Algérie, Artemisia herba alba, Chromosome, Cytogénétique, Polyploidie, Salinité,

Summary

Chromosome counting revealed the existence of two somatic chromosome numbers (2n) in Artemisia herba-
alba; 2n = 2x = 18 chromosomes confirmed in the population of Chaiba (Biskra) and 2n = 4x = 36 chromosomes

in the population of Taadmit (Djelfa).

The germination test results showed that despite the negative effect of the salinity of the two NaCl and CaCl2
salts, the seeds of Artemisia herba-alba were able to germinate under all saline concentrations, but differently,

depending on the degree of salinity. salinity, the type of salt and the origin of the population.

The inhibitory effect of both salts on germination of seeds of two populations of Artemisia herba-alba; evaluated
by four parameters (TL, TFG, TMG, CGQG), showed that the individuals of the tetraploid cytotype have a better

tolerance to salinity in comparison with individuals of the diploid cytotype.

Keywords: Algeria, Artemisia herba alba, Chromosome, Cytogenetics, Polyploidy, Salinity.
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