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Introduction

La biodiversité constitue le fondement nécessaire au fonctionnement de la planéte terre
et elle assure, en quelque sorte, sa pérennité. Elle ne se résume pas a un catalogue statique
d'espéces mais au contraire, elle résulte de I'évolution et de la dynamique du monde vivant
(Dajoz, 2003 ; Blondel, 2006). A I’échelle internationale, la diversité biologique s'appauvrit
d'une maniére considérable du fait des activités humaines. En effet, les efforts déployés pour
assurer les besoins alimentaires ont engendré des menaces qu’il faut maintenant prendre en
compte. En effet la mécanisation poussée pour le travail du sol, ’utilisation des pesticides et
des engrais chimiques pour augmenter la production végétale, 1’ajout des farines animales
pour I’alimentation du cheptel, constituent autant d’entraves pour la pérennité de la vie dans
les sols, une menace pour I’état sanitaire des végétaux, des animaux, une source d’altération

de la qualité des produits et un probléme de santé humaine.

L’ Algérie est réputée par une large diversité des conditions naturelles, de son relief, de
sa géologie, de ses sols et de son climat, a fini par forger une grande diversité biologique. Elle
a défini des biotopes variés permettant la coexistence de nombreuses especes végétales et
animales, souvent adaptées a des conditions abiotiques extrémes ainsi qu’a de fortes pressions
biotiques. Le nombre d’espéces végétales en Algérie est de 3 139, réparties en 5 402 taxons
(Quézel et Santa, 1962).

Les légumineuses, par leurs intéréts agronomique, alimentaire et écologique, se trouvent
actuellement au centre des préoccupations des instances internationales. Leur importance est
due entre autres a leur contribution, chaque année, a la fixation d’environ 65 millions de
tonnes d’azote atmosphérique intégrés dans la biosphére (Graham et Vance, 2003). Mais le
probléme persistant est que la plupart des 1égumineuses sont difficiles a étudier parce qu’elles
ont un grand génome (Barker et al., 1990 ; Handberg et Stougaard, 1992). A ce effet L’espéce
M. truncatula, au vu, entre d’autre, de son génome relativement petit, s’est vue attribuer le
statut de plante modéle au niveau génomique et moléculaire pour les études biologiques sur
les Iégumineuses (Thoquet et al., 2002 in Ellwood, 2006 ; Young et al.,2003 ; Kulikova et al.,
2001 ; Ané et al., 2008).C’est une légumineuse annuelle originaire du pourtour méditerranéen
(Blondon et al., 1994), sa biodiversité est caractérisée par une forte variabilité morphologique
et génétique intra- et interpopulation par une importante homozygotie au niveau individuel
(Bonnin et al., 1996).
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L’objectif de cette étude est d’évaluer la diversité génétique de différents écotypes de
I’espéce M. truncatula, qui ont été récoltes a travers plusieurs régions géographiques selon un
gradient bioclimatique dans le Nord Algérien, et cela par des marqueurs morphologiques
(caractéres biométriques) et moléculaires (microsatellites), on se basant sur la technique PCR

et I’électrophorese sur gel de polyacrylamide.

Le présent travail est structuré en trois parties. A partir d’une revue bibliographique, une
premiere partie fera tout d’abord le point sur la présentation de la famille des Iégumineuses,
leur intérét et leur situation en Algérie avec une présentation du genre Medicago L.et plus
particulierement ’espeéce modéle M. truncatula. Ensuite, un apercu sur la diversité génétique,

son intérét et son étude par les marqueurs génétiques et morphologiques.

La deuxieme partie decrit le matériel végeétal ainsi que les techniques utilisées pour la

réalisation de notre objectif.

La troisieme partie décrit les étapes suivies dans I’exploitation des résultats ainsi que leurs

discussions. Une conclusion générale et des perspectives sont données.



REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE
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1. Généralités sur les légumineuses

Les légumineuses (Fabacées) représentent une famille importante et variee des
Angiospermes. Il s’agit de la troisieme plus grande famille chez les plantes supérieures
composées de plus de 650 genres et 18 000 espéces allant de la luzerne, espece herbacée aux
arbres composant les foréts tropicales (Cronk et al., 2006). et la deuxiéme plus importante
pour les paturages d’intérét agricoles, apres les poacées (graminées) qui incluent la canne a
sucre et les céréales tels mais, riz, blé, orge, avoine, seigle et millet (Young et al., 2003 ; De
Faria et al., 1989).

Cette famille est repartie en 3 sous-familles en se basant, principalement, sur les
différences morphologiques de leurs fleurs (Allen et Allen, 1981): Caesalpinioideae,
Mimosoideae et Papilionoideae (Doyle et Luckow, 2003). La sous famille des Papilionoideae
regroupe les especes cultivees les plus importantes économiquement : le soja (Glycine max,
2n = 4x = 40), le haricot (Phaseolus vulgaris, 2n = 2x = 22), le pois (Pisum sativum, 2n = 2x =
14), la luzerne (Medicago sativa, 2n = 4x = 32), I’arachide (Arachis hypogaea, 2n = 4x = 40),
le pois chiche (Cicer arietinum, 2n = 2x = 16), et la feve (Vicia faba, 2n = 2x = 16). Ces
Iégumineuses cultivées forment deux groupes appelés Galegoides et Phaseoloides (Figure 1),
a I’exception de I’arachide qui appartient au groupe des Aeschynomeneae (Broughton et al.,
2003).

La spécificité de ces plantes est leur aptitude a fixer I’azote en symbiose avec des
microorganismes du sol, et elles sont donc d’excellents colonisateurs des environnements

pauvres en azote (De Faria et al., 1989).

Le partenaire bactérien de cette symbiose, appartenant a la famille des Rhizobiacées
peuvent infecter les racines des légumineuses entrainant la formation de structures appelés
nodosités ou nodules, le processus de la fixation, lui-méme, consiste en la réduction de I’azote
atmosphérique N2 sous forme ammoniacale. Cette réaction est catalysée par un complexe
enzymatique appelé Nitrogénase d’origine bactérienne (Downie, 2005). L’activité de cette
enzyme est inhibée par I'oxygene d’ou la présence dans les nodules fonctionnels de la
leghémoglobine régulant les taux d’oxygene libre. L’intérét agronomique des légumineuses a
son origine dans cette fixation symbiotique de l'azote qui leur permet de produire en

abondance des protéines en I’absence de fertilisation azotée.
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Les graines de légumineuses sont plus riches en protéines et moins riches en glucides
que celles de céréales (Tableau 1) : on distingue les espéces a graines riches en protéines et en
huile, sans amidon, classées comme oléagineux (soja, arachide) et les espéces a graines riches
en protéines, classées comme protéagineux (pois, féverole) ou légumes secs (haricot, lentille,
pois chiche) (Lazrek-Ben Friha, 2008). Graham et Vance (2003) estiment que les

légumineuses fournissent pour ’Homme environ le 1/3 des protéines alimentaires.

Tableau 1. Composition des réserves de quelques graines d’espéces cultivées. D’aprés
Bewley et Black (1994).

Composition moyenne en %
Ceréales Protéines Huiles Carbohydrates (amidon)
Orge 12 3 76
Mais 10 5 80
Avoine 13 8 66
Seigle 12 2 76
Ble 12 2 75
Légumineuses
Haricot 23 1 56
Petit pois 25 6 52
Arachide 31 43 12
Soja 37 17 26

Les légumineuses fourrageres représentent une autre source de protéines pour
I’alimentation du bétail (luzerne, trefle). Elles sont a la base de la production de lait et de
viande (Russelle, 2001). La luzerne représente le fourrage le plus répandu dans les zones a
climat tempéré (Russelle, 2001). Cette plante apporte de nombreux éléments a la ration
donnée aux animaux. Elle leur fournit d'abord une part importante des protéines nécessaires a

leur croissance, de la Bétacarotene et des fibres indispensables a la digestion chez le ruminant.

2. Présentation générale du genre Medicago

Selon Fournier (1961), le terme Medicago, vient du mot latin Medica ou « herbes de
médic», il fut modifié par Dalechamps en 1587, et devient : Medicago. Le nom anglais et
espagnol alfalfa proviendrait du nom arabe al-fac-facah, qui signifie « le pere des aliments »
car il servait de fourrage aux chevaux. Quant au nom vernaculaire, il est emprunté a 1’occitan

luserna, en raison de I’aspect brillant des graines de la plante (Pierre, 2008).
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2.1. Taxonomie et génétique

Le genre Medicago appartient a ’ordre des Fabales, superfamille des lIégumineuses,
famille des Fabaceae et sous-famille des Faboideae. Le genre Medicago est placé dans la
tribu des Trifolieae qui comprend la majorité des Iégumineuses fourragéres tempérées comme
la luzerne cultivée et le tréfle, et qui est phylogénétiquement proche de la tribu des Viciea
incluant les légumineuses a graines comme le pois (P. sativum) et la féverole (Vicia faba)
(Doyle et Luckow, 2003 ; Choi et al., 2004).

Il est particulierement proche des genres Melilotus et Trigonella et a été classé en
quatre sous-genres sur la base de la morphologie des gousses et des graines : Lupularia,
Medicago, Orbicularia et Spirocarpos (figure 2) (Lesins and Lesins, 1979). Ces sous-genres
comprennent au total 55 espéces dont 21 sont pérennes, 33 sont annuelles. Le sous-genre
Spirocarpos est composé de 29 especes annuelles (médics) et comporte quatre sections :
Intertextae, Leptospirae, Pachyspirae et Rotatae.

Quatre nombres chromosomiques existent dans ce genre : 2n = 2x = 14, 16, 32 et 48 ;
deux nombre de base x = 7, x = 8 et trois niveaux de ploidie : diploides (2n = 2x = 14 et 2n =
2x = 16) qui representent la majorité des especes, tétraploides (2n = 4x = 32) et hexaploides
(2n = 6x = 48) (Quiros and Bauchan 1988). Les formes annuelles sont réputées comme étant

autogames, tandis que les tétraploides sont allogames (Abdelkafi et Marrakchi, 1998).

2.2. Morphologie du genre Medicago L.

Selon Heyn (1963) toutes les especes du genre Medicago présentent des feuilles
trifoliées composées de trois folioles et un pétiole inséré a la tige en un point ou se trouvent
deux stipules incisées. Les folioles sont sous différentes formes : rondes, obovees, largement
ou étroitement obovées, elliptiques ou obcordees et ovées. Les folioles portent des dents qui
peuvent étre émoussées ou pointues selon les espéces. Elles présentent ou non des poils sur

les faces inférieures et des taches sur les faces supérieures.

La fleur se compose d’un calice, une corolle, 10 étamines (9+1) et d’un pistil dont le
tube a la forme d’une cloche avec 5 dents subégales. La corolle est papilionacée avec un
étendard de différentes formes (arrondie, obovée, ovée ...) dont ’extrémité peut étre jaune ou
violette et deux pétales sous forme d’ailes de longueur supérieure, inférieure ou égale a la
caréne, sa couleur est généralement jaune (foncé ou clair) sauf chez M.sativa et M.

daghestanica ou elle est violette. Selon les espéces, le pédoncule est soit inferieur soit égal au
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pétiole et la présence ou I’absence de I’aréte dépend aussi de 1’espéce (Lesins et Lesins,
1979).

L’inflorescence chez Medicago d’aprés Heyn (1963) est une grappe avec un grand
nombre de fleurs, ce nombre peut étre réduit jusqu’a 1 ou 2 fleurs. Les fleurs dont la couleur
varie du mauve au jaune sont portées sur un long racéme qui contient jusqu'a 20 fleurs
(Lapeyronie, 1982 ; Mathieu, 2003).

Le fruit est une gousse plus ou moins enroulée, soit en forme de Faucille, soit spiralée
(de 1a 4 spires) parfois épineuse. La graine plus ou moins réniforme est longue d’environ 10
mm (Mathieu, 2003 ; Hireche, 2006), présentent une couleur variable allant du jaune paille au
noir ; Ses gousses peuvent étre laches, dures ou moyennes, et de diverses formes (ronde,
ovale, cylindrique, en tonneau, discoide, oblongue elles sont soit poilues (poils simples ou
glanduleux), soit glabres. Les gousses sont enroulées en spires d’un nombre variable et
présentent un réseau d’anastomoses de nervures ; Chaque spire porte des epines de nombre
variable et insérées selon des angles différents. Dans chaque tour de spire on trouve des

graines d’un nombre, de taille et de couleur variables (Figure 3) (Heyen, 1963).

2.3. Aire de répartition du genre Medicago

L’origine des especes du genre Medicago ne fait pas 1’unanimité selon les auteurs. En
effet, pour Lapeyronie (1982), elles sont distribuées dans le bassin méditerranéen (le sud de
I’Europe, 1’Afrique du Nord, le proche Orient), certaines ont été introduites en Amérique du
Nord, en Australic et en Europe du Nord. D’aprés Derek et Ernest (1997), elles sont
originaires d’Europe, d’Asie et d’Afrique et se sont répandues dans d’autres continents sous

forme de mauvaises herbes.

D’aprés Prosperi et al., (1995, 2000), les aires d’origine de toutes les especes du genre
comme étant « le croissant fertile » recouvrant les pays ou régions actuelles de Turquie,

d’Iran, d’Irak, du Sud du Caucase et du pourtour méditerranéen.

Les travaux de Mathieu (2003) et Hireche (2006) affirment qu’au cours de XIX siécle,
Les luzernes ont conquis I’ensemble de la zone méditerranéenne, plusieurs luzernes annuelles
ont été distinguées (Prosperi et al., 1993), ensuite elles ont envahi d’autres parties du monde,
en particulier les continents américain et australien a 1’occasion des différents courants de la

colonisation humaine.(Figure 4).
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Les especes de Medicago annuelles ont été également introduites dans d’autres régions
du monde surtout dans les régions qui ont un climat ressemblant au bassin méditerranéen par

exemple I’ Afrique du sud et le Chili.

Les luzernes s’accommodent des sécheresses périodiques, elles sont adaptées a tous
les types de sols qui ne sont pas trop humides (Lapeyronie, 1982). Les Medicago arbustives
sont originaire de la Gréce et des lles. Actuellement, elles sont spontanée sur 1’ensemble du
pourtour Méditerranée, néanmoins elles se limitent aux zones Méditerranéennes chaudes car
elles sont sensibles aux gelés importants (températures inferieur a-10°C) (prosperi et al., 1995
; abdelgherfi et Marrakchi, 2000).

2.4. Especes du genre Medicago rencontrées en Algérie

En Algérie les espéces du genre Medicago sont largement distribuées dans des étages
bioclimatiques variés. Elles présentent un important potentiel agropastoral notamment dans
les zones steppique arides ou semi arides. Les deux espéeces les plus connues du genre sont M.
ciliaris(L) M. intertexta (L), ont une répartition a tendance allopathique. La premiere dans le
Nord-Ouest, montre une tolérance vis-a-vis de la sécheresse ; la seconde se rencontre
essentiellement dans le Nord-Est (Laouar et Abdelguerfi, 2003). Elle se localise dans les
zones de pluviométrie annuelle, préfére les sols lourds humides et les sols faiblement basiques
a neutres de texture fine et tres fine (Abdelguerfi et al.,1988a, 1988).

Les espéces perennes sont M. falcata(L), M. lupulinaL. ,M. marina L., et M. sativalL.
Ce dernier taxon, trés bien adapté au paturage, est fréquent en Algérie orientale dans les

régions d’altitudes.

Le genre Medicago est représenté en Algérie par de nombreuses especes annuelles et

pérennes spontanées (Tableau 2).
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Tableau 2. Especes annuelles et pérennes du genre Medicago rencontrées en Algérie
(Hireche., 2006).

Especes Caractéristique et aire de répartition en Algérie

M.sativa plante vivacerencontré un peu partout

M.falcata plante vivacetres résistante au froid

M.lupilina dite lupiline ou minette: plante annuelle ou bisannuelle

M.marina plante vivace, elle pousse sur les sables maritimes

M.scutellata dite luzerne a écusson: plante annuelle, se rencontre sur les sols argileux du Tell.
M.ciliaris rencontré surtout dans les paturage et prairies du Tell a sol semi salin
M.truncatula plante annuelle tres commune dans le Tell.

M.minima plante annuelle, est souvent rencontre sur les sols pauvres.
M.arabica plante annuelle.

M.lanciniata plante annuelle.

M.hispida plante annuelle.

3. Présentation de I’espece d’étude M. truncatula
Appelée communément luzerne tronquée ou encore luzerne sauvage, fait partie des
especes annuelles surnommées « Medics». Espéce végétale herbacée des régions

méditerranéennes.

3.1. Description botanique

Selon Heyn (1963), M. truncatula a été décrit la toute premiére fois en 1791 par
Gaertner (Gaertn.) dans le De Fruct. 2 : 350. Ensuite, il a été présentée en 1792 dans le Lam
Encycl. Method 3 : sous le nom de M. tribuloides. Enfin, Urban en 1873 a apporté des

modifications a la description faite par Gaertner dans Verh. Bot ver. Brandenb : 67.

C’est une plante fourragére annuelle herbacée, de 15 & 80 cm de long. Selon Heyn
(1963), les ramifications commencent pres de la base, a port variable, souvent prostré, parfois

érigé. Les feuilles y sont trifoliolées et les folioles sont généralement tronquées, cunéaires a
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obovales, ou lancéolées et rarement incisees l'inflorescence porte 1 a 5 fleurs jaunes. Ses
petites fleurs jaunes donnent apres autofécondation des gousses cylindriques trés dures, en
forme de vrilles renfermant 4 a 6 graines. Les spires jointives de la gousse portent des
épines recourbées perpendiculaires au plan des spires. Les graines de cette plante ont une
durée de vie importante supérieure a 40 ans, et une dormance qui peut étre levée facilement
(Lesins et Lesins, 1979) (Figure 5).

Divers sous espéces Medicago truncatula ont étaient déterminées en se basant
particulierement sur la morphologie de la gousse : taille, nombre de spires et forme des
épines. Heyn (1963), les a classées en trois variétés : Medicago truncatula var. truncatula,
Medicago truncatula var. longispina et Medicago truncatula var. tricycla.

C'est une espéce diploide (2n=16), autogame, trés proche de la luzerne cultivée
(Medicago sativa), avec un tres petit génome de 500-550 (Mpb), c'est-a-dire 03 fois a 04 fois
supérieur a celui [’Arabidopsis thalianae qui valent a celui du riz. Le M. truncatula produit
des graines en abondance avec un temps de génération de 10 a 12 semaines (de graine a
graine). C’est également une plante apte a la transformation par Agrobaterium tumefaciens
(Chabaud et al., 2003) et a la régenération par embryogenése somatique (Thomas et al., 1992
; Chabaud et al., 1996). Selon Lesins et Lesins (1979), M. truncatula a un cycle de vie court
qui varie de 2 a 3 mois (figure 6). C’est une espece prolifique puisque chaque plante produit

500 a 1000 graines. Elle peut étre également multipliee aisément par bouturage.

3.2. Position systématique

Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae
Sous-famille : Papilionoideae
Tribu : Trifolieae

Genre : Medicago

Espéce : Medicago truncatula
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3.3. Aire de répartition

Selon Heyn (1963), Lesins et Lesins (1979), M. truncatula serait présent au Portugal,
en Espagne, en Corse, en Sardaigne, en lItalie, en Yougoslavie, en Gréce et au niveau de ses
Archipels, en Turquie, a Chypre, en Syrie, au Liban, en Palestine, a I'ile de Madére (Portugal),
aux Tles Canaries, au Maroc, en Algérie, en Tunisie, en Egypte et dans la région du Caucase.
M. truncatula est considéré comme étant une plante adventice dans une partie du centre et du

nord de I'Europe.

Tutin et al., (1968), pour leur part, ont noté que son aire de présence est la région
mediterranéenne avec des foyers dans I'Ouest de la France et au Portugal. Jafri et ElI Gadi
(1980) ont également signalé qu'il a une distribution méditerranéenne en plus d'une présence

dans les régions saharo-arabes jusqu'en Syrie.

Quezel et Santa (1962) ont rencontré I'espéce sur les sables maritimes et de l'intérieur
et dans le tell. Selon Adem (1974), M. truncatula aurait été trouvé dans les zones assez arides
notamment les zones steppiques. Enfin, Négre (1956) a déclaré que M. truncatula est une
espece commune dans le Maghreb et posséde une large répartition en Algérie. Ce qui explique
qu'elle ait été prospectée dans toutes les zones agroclimatiques du territoire national
(Abdelguerfi et al., 1988).

10
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Tableau 3. Distribution des populations de M. truncatula collectées dans différents pays et
composant les collections mondiales existantes. (Source : Medicago truncatula handbook,
version Novembre 2006).

Pays M.truncatula
Algérie 755
Tunisie 951

Maroc 909

Lybie 413
Egypte 2
Jordanie 38

Israél 296

Iran 3

Syrie 3

Tark 50
Cypres 424

Malta 6

Gréce 355

Italie 292
France 142

Spain 226
Portugal 110

Canarie & Médira 13
Turkmenistan et Azerbaidjan 3
Russie 1
Est de I’Europe 7
Ethiopie 1
Amérique 3
Australie 612
Sud d’Afrique 17
Total 5632

3.4. M. truncatula plante modele

Les légumineuses ont des caractéristiques géenétiques (taille et complexité du génome)
et biologiques (difficulté a la transformation par Agrobacterium) qui les ont rendues difficiles
a etudier et a améliorer. Pour contourner ces limitations, Lotus japonicus et Medicago
truncatula ont été sélectionnés comme plantes modeles pour représenter respectivement les
Iégumineuses dont les nodosités ont une croissance déterminée (comme le soja ou le haricot)
et indéterminée (comme le pois ou la luzerne) (Popp et Ott, 2011). La capacité de Medicago
truncatula & former des nodosités a croissance indéterminée fait d’ailleurs de cette plante un
modele de la biologie du développement végétal, notamment pour 1’étude des fonctions

méristéematiques (Holmes et al., 2008).

11
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Medicago truncatula présente des caractéristiques permettant et facilitant les analyses
génétiques et moléculaires : autogamie, faible niveau de ploidie, génome de petit taille, temps
de génération graine & graine est relativement cout (10 a 12 semaines), aptitude a la culture
en laboratoire, répond au greffage, a I’embryogénése somatique et a la transgénese,
transformation par Agrobacterium tumefaciens , ainsi qu’une bonne aptitude & entrer en
symbiose avec sinorhizobium ou dans la symbiose endomycorhizienne (Denarie et Gamas,
2001) ; elle est également héte pour un grand nombre d’agents pathogenes (bactéries,
champignons et virus) qui attaquent les légumineuses cultivées (Tivoli et al., 2006 ; Rose,
2008),ce qui lui donne une place centrale dans I’étude des relations croisées entre parasitisme
et mutualisme. De plus M. truncatula présente une grande synthénie avec certaines
Iégumineuse cultivées tels quel trefle (Gimeno, 2009), le Pois (Kaléet al., 2004), la luzerne
pérenne (Zhu et al., 2005) et la lentille (Phan et al., 2007).

Gréace a cette plante modéle toutes informations acquises peuvent étre transférees vers
ces légumineuses. Alors ces atouts sont mis a profit pour des études de génomique
fonctionnelle et structurelle dans le but d’identifier les génes d’intérét agronomique, en plus
des études des interactions légumineuses et agents pathogenes et les interactions symbiotiques

(Ameline-Torregrosa et al., 2008).

3.5. Intérét biologique

Selon Lesins et Lesins (1979), M. truncatula a un cycle de vie court qui varie de 2 a 3
mois. C’est une espece prolifique puisque chaque plante produit 500 a 1000 graines. Elle peut
étre également multipliée aisement par bouturage. Cette espéce possede un habitat variable.
Elle prédomine au niveau des stations séches, des sols lourds, marneux ou argileux. Comme
toutes les légumineuses sa principale caractéristique biologique est la fixation symbiotique de

I'azote atmosphérique.

L’intérét fut focalisé sur M. truncatula comme systeme pour examiner la grande
richesse de production de métabolites secondaires par les légumineuses (Gepts et al., 2005) et
la résistance aux maladies (Frugoli et Harris, 2001). Cette plante est aussi largement étudiée
pour analyser le déterminisme des symbioses endomycorhiziennes lui permettant de prélever

le phosphore du sol (Journet et al., 2001).

12
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3.6. Intérét agronomique

Les Medicago annuelles, par leur richesse en protéine, peuvent contribuer, dune
maniere significative, & améliorer le régime alimentaire humain et animal. La production de
métabolites secondaires spécifiques tels que (les flavonoides, les acides phénoliques, les
terpénoides, les alcaloides...)impliqués dans la signalisation symbiotique, dans les réactions
de défense, présentent un intérét pharmaceutique (Dixon, 2004). D’autres classes de
métabolites secondaires sont utilisés comme anti herbivore (Papadopoulou et al., 1999),
I’introduction de ces substances allelopathiques dans la gestion de I’agriculture réduit
I’utilisation des herbicides (Waller et al., 1993). On peut utiliser certains métabolites dans le
domaine de I’agriculture pour avoir des cultures bio, anti-microbe (Broeckling et al., 2004),
anti-insecte (Tava et Odoardi, 1996).

Elles possédent un intérét agronomique majeur pour la production fourragére en zone
séche et pour la suppression ou la diminution de 1’épandage d’engrais azotés. Leur intérét est
étroitement lié a leur capacité a se ressemer naturellement d'une année a une autre. Cette
propriété peut aboutir a une installation perenne adaptée aux aléas climatiques des zones
méditerranéennes diminuant ainsi le phénomeéne d’érosion des sols. Par ailleurs, de
nombreuses especes et sous-especes de Medicago présentent aussi des caracteres d'intérét
agronomique, qu'il serait souhaitable d'introduire dans la luzerne cultivée, tels que la tolérance
au paturage (capacit¢ d’enracinement et de repousse), la résistance a la sécheresse, a la

salinité et aux maladies.

3.7. Intérét génétique

M. truncatula est une plante apte a la transformation par Agrobaterium tumefaciens
(Chabaud et al., 2003) et a la régénération par embryogenése somatique (Thomas et al., 1992;
Chabaud et al., 1996). Elle forme de petites graines permettant leur culture dans des tubes a
essais. Le partenaire bactérien de cette plante modeéle est le plus étudié parmi les bactéries
rhizobiales et le séquencage du génome de la souche de référence de S. meliloti 1021 a été
achevé (Capela et al., 2001). M. truncatula a permis d’identifier un grand nombre de genes
reliés a la symbiose dont certains ont déja été isolés, séquencés et leur expression étudiée
(Gamas et al., 1996; Ane et al., 2002; Amor et al., 2003; Lévy et al., 2004).

4. Diversité génétique
La biodiversité a été remarquée des I'Antiquité. Lorsqu'on observe le monde vivant, on

constate que les étres sont différents les uns des autres (Gouyon, 1994).

13
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Le terme diversité biologique signifie la variabilité des organismes de toute origine y
compris, entre autres, les écosystemes terrestres, marins et autres écosystémes aquatiques et
les complexes écologiques dont ils font partie ; cela comprend la diversité au sein des espéces
et entre especes ainsi que celle des écosystemes (Extraits de la Convention sur la diversité
biologique (PNUE, 5 juin 1992) ; Cela inclut la diversité au sein des espéces et entre espéces
ainsi que celle des écosystemes. La biodiversité couvre les trois niveaux d'organisation
biologique : génétique, taxonomique et écologique. Elle comprend aussi les relations et

interactions existant a I'intérieur et entre ces trois niveaux hiérarchiques.

La biodiversité est dynamique : la composition génétique des especes change au cours
du temps en réponse aux pressions de la sélection naturelle et humaine ; la présence et
I'abondance relative d'especes dans les communautes écologiques sont modifiées sous l'effet

de facteurs physiques et écologiques.

La diversité génétique est la variation qui existe au niveau des genes. C’est la variation
de la quantité d’information genétique des individus, des populations, des espéces, des
assemblages ou des communautés. Elle est définie par le niveau de similarité ou de différence
dans cette composition génétique et représente le fondement de la biodiversité (Parizeau,
1997). C’est la diversité intraspécifique (polymorphisme génétique) qui représente le potentiel
et la capacité a répondre aux changements environnementaux, a la fois sur le court terme
(faculté d’adaptation) et sur le long terme (potentiel d’évolution). La richesse des espéces est

la mesure d’évaluation de la biodiversité la plus largement utilisée (Lewin, 1992).

5. Marqueurs génétiques

Selon De vienne (1998) un marqueur génétique est un marqueur polymorphe qui
renseigne sur : le génotype de l'individu qui le porte (en génétique des populations), le
génotype d'un (de) locus voisin(s) (les applications vont ici du clonage positionnel a la

sélection assistée par marqueurs).

Les plus courants de ces marqueurs génétiques sont, selon une terminologie consacrée,
les marqueurs morphologiques, les marqueurs moléculaires (au niveau de I'ADN) et les
marqueurs biochimiques (isozymes, protéines). Toutefois, le terme de marqueur biochimique
peut également désigner selon le contexte un stade de différenciation ou un état

physiologique.
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5.1. Caractéristiques d’un bon marqueur

Selon De vienne (1998) un marqueur génétique "idéal" doit étre polymorphe (la
matiere premiere du généticien est la variabilité), multiallélique : c'est-a-dire possédant
plusieurs alleles (donc des séquences d'’ADN différentes) sur un méme locus (Plomion, 2003);
codominant : [I'hétérozygote présente simultanément les caractéres des deux parents
homozygotes, il peut étre distingué de chacun des homozygotes parentaux ; non épistasique
(son génotype peut étre "lu" a partir de son phénotype quel que soit le génotype aux autres
locus) ; neutre : les substitutions alléliqgues au locus marqueur n'ont pas d'autres effets
phénotypiques (et donc éventuellement sélectifs) que ceux qui permettent de déterminer son
génotype et insensible au milieu : le génotype peut étre inféré a partir du phénotype quel que

soit le milieu.

5.2. Marqueurs morphologiques

Dans les programmes de sélection des plantes, les caractéres morphologiques sont les
premiers a étre observes. Ces caracteres intéressent diverses parties de la plante, par exemple
longueur des tiges, surface foliaire, initiation de la floraison (Cui et al., 2001; Gomez et al.,
2004).Ces caractéres sont utilisés de méme pour estimer la variation intra- et inter
populations. Ils sont généralement limités en nombre de caracteres relevés et directement
influencée par I’environnement. Néanmoins, ils fournissent des informations utiles pour

décrire et identifier le matériel biologique (Andersson et al., 2006).

5.3. Marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques été les premiers marqueurs avoir été mis en ceuvre pour
étudier la variabilité génétique (Harry, 2001). Les isoenzymes présentent un polymorphisme
basé sur des différents poids moléculaires de protéines ayant une activité enzymatigue,
généralement codominants, ils sont les produits de différents alléles d’un ou de plusieurs
genes. Isoenzymes ont un faible niveau de polymorphisme et dépond souvent de stade de

développement physiologique de la plante (Tanksley et Orton, 1983).

La diversité génétique d’especes annuelles de pois chiche a été étudiée par (Labadi et
al., 1996) a I’aide de marqueurs enzymatiques. Ces marqueurs ont également été utilisés en
combinaison avec des marqueurs morphologiques pour comparer la structuration de la

diversité génétique chez M. sativa (Jenczewski et al., 1999).
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Le faible niveau de polymorphisme révélé par les marqueurs biochimiques et sa
variabilité en fonction des conditions environnementales, il est souvent nécessaire d’utiliser
les marqueurs moléculaires pour compléter 1’évaluation et I’étiquetage des ressources

génétiques.

5.4. Marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires sont constitués de séquences d’ADN caractéristiques d’un
individu ou groupe d’individus. Contrairement aux marqueurs traditionnels (morphologiques
et biochimiques), ils ne sont pas influencés par I’environnement et sont observable a
n’importe quel stade de développement de la plante et sur n’importe quel organe. Directement
issus du polymorphisme existant au niveau d’ADN, sont désormais utilisés fréqguemment pour

I’analyse des ressource génétique et dans le programme d’amélioration des plantes.

Parmi les marqueurs moléculaires: les marqueurs pouvant étre révélés en grand
nombre (AFLP : Amplified Frangment Length Polymorphism ; RAPD : Randomly Amplified
polymorphism DNA ; ISSR : Inter Simple Sequence Repeat) ne requiérent pas d’information
préalable sur les génomes, sont nombreux mais peu informatifs car dominant et difficilement
transposable d'un croisement a un autre ou d’une espéce a une autre. Tandis que les
marqueurs spécifiques du locus (RFLP: Restriction fragment length polymorphism ;
microsatellites SSR : Simple Sequence Repeats ; STS : Sequence Tagged site ; SNP : Single
Nucleotide Polymorphism), sont révelés individuellement, couteux a mettre au point mais tres
informatifs, ils sont généralement codominants et transposables entre croisements et espéce
proche (Julier et Barre, 2005).

5.4.1. Microsatellites
Les microsatellites sont généralement utilisés pour de hombreux projets génétiques

en raison de leur grande reproductibilité et de la facilité d’identifier des alléles.

Les microsatellites ou SSR sont polymorphes constitués de séquences répétées en
tandem (1-6 bp). La variation du nombre de répétitions du motif de base qui émane des
erreurs survenues lors de la réplication d’ADN (Jarne et Lagoda, 1996), ce qui constitue la
base du polymorphisme. Leur distribution sur lI'ensemble du génome, ce qui fait I'intérét des
microsatellites en génétique c'est leur polymorphisme extrémement élevé. Ce polymorphisme
ne réside pas dans la séquence proprement dite mais dans le nombre de répétitions de ces

motifs simples (Decroocq, 2003). Il s'agit ici donc d'un polymorphisme de nombre d'unités.
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Les SSR sont ““ubiquitaires’ "chez les procaryotes et les eucaryotes et sont présents
méme dans les génomes bactériens les plus petits (Field and wills, 1996 ; Hancock, 1996). Ils
peuvent étre présents au niveau des séquences non codantes et aussi codantes. La technique
SSR (Figure 7) se base sur I'amplification par PCR de I'’ADN génomique moyennant des
amorces spécifiques flanquant les séquences répétées et la séparation des amplifias par

électrophorése sur gel de polyacrylamide.

Les SSR se sont révélés des marqueurs moléculaires tres utiles dans la sélection
assistée par marqueurs, l'analyse de la diversité génétique et 1’analyse de la génétique des
populations chez plusieurs espéeces (Gupta, 2000 ; Budak et al., 2003). En plus, ce sont de
marqueurs multialléliques d’ou leur usage dans les études phylogénétiques et de I’évolution

des especes.

Chez les légumineuses, des marqueurs microsatellites ont été massivement mis au
point chez Medicago truncatula et Lotus japonicus, deux espéces modeles des légumineuses,
en utilisant des données de séquences produites dans des programmes de séquencages d’EST
(fragment des génes exprimés) ou d’ADN génomique. Dans le genre Medicago le nombre de
marqueurs microsatellites disponibles dépasse le millier (Diwan et al., 2000 ; Baquerizo-
Audiot et al., 2001; Eujayl et al., 2004 ; Chu et al., 2009). Mun et al., (2006) ont trouvé que
sur 1236 microsatellites testés sur I'espece M. truncatula les motifs (AT)n, (AG)n et (AAT)n

étaient ceux qui révélaient une plus grande diversité allélique.

Mun et al., (2006) ont classé les microsatellites en deux catégories selon leurs
longueurs, la classe | était supérieure ou égale a 20 paires de bases (pb), la seconde avait une
taille comprise entre 12 et 19 pb. Il explique cela par la corrélation positive entre le taux de
mutation et la longueur des SSR (Ellegren, 2004 in Mun et al., 2006). Les SSR dont la taille
est supérieure a 20 pb sont fortement sujets aux mutations (Temnykh et al., 2001 in Mun et
al., 2006) tandis que les microsatellites dont la taille est comprise entre 12 et 19 pb sont

modérément sujets aux mutations (Pupko et Graur, 1999 in Mun et al., 2006).
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Tribe  Genus Species
Lens L. culinaris (lentil) \
~Vicea Vicia V. faba (faba bean)
Pisum P, sativum (garden pea)
Melilotus M officinalis (sweet clover)
. ; 00
LTrifolicac Irifolium 7. pratense (red clover) QCQ%O(;](;(CIglll11CQ
Medicago |M: sativa (alfalfu) (Galegoid)
M. truncatula
s 8 (¥4 (o BTV C. arietinum (chickpea)
Loteae Lotus L. japonicus }
Phaseolus P, vulgaris (common bean) §
Vigna ¥ radiata (mung bean) Tropical
) Season legumes
Phaseoleac Glyeine G max (soybean) (Phaseoloid)
Cajanus (. cajan (pigeonpea) :

Papilionoideae

Figure 1. Classification des légumineuses de la famille des Papilionoideae

(Zhu et al., 2005).
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Genre Medicago
I l [ I
Sous-genre Sous-genre Sous-genre Sous-genre
Lupulania Orbicularia Medicago Spirocarpos
I #‘
Section Section
Falcago Pachyspirae
I 11 # T
. so009xcss [N
Sous-section : g@ 33 g R3S
@ (U ~ h e :
Falcatae %§§ 8-8’5 ‘89'8
,—y—‘y—y—\ P LT
TN - 355:3 °_§§
- .> -~ w -~ E
L .
= 0 .S b+
L
:E%QQ
s s

Figure 2. Taxonomie du genre Medicago (Pierre, 2008).
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Fleur
Stipules

Tige

Gousses

Folioles

Figure 3. les différentes parties du Medicago truncatula (Ramakrishna et al., 2006)

Figure 4. Carte géographique de la distribution de Medicago dans le monde (Halmi, 2010)
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Gousse

Feuile 5\

Figure 5. Un rameau de Medicago truncatula ; fleur, gousse, graines (Hippolyte, 1906
modifié)

Figure 6. Le cycle de vie de la plante modéle Medicago truncatula (Delalande et al., 2007)

A : stade plante .B: stade feuille. C : stade fleur. D : stade gousse. E : stade graine
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ADN de la planic 2
AT,

ﬂ Amplification par PCR
plante | plante 2

Différence de 8 ¢ — Electrophorése
paies de bases

Figure 7. La détection d’un polymorphisme de répétition (SSR) (Moullet et al., 2008)
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Matériel et Méthodes

Ce chapitre est consacré a la description du matériel biologique et I’ensemble des

méthodes utilisées dans notre étude.

1. Matériel végeétal

Notre étude vise a estimer le niveau de la diversité génétique existant au sein de
I’espéece M. truncatula appartenant au genre Medicago L., mettant en évidence des
polymorphismes des caracteres biomeétriques et moléculaires. Pour cela, nous avons analysé
des graines matures de 29 accessions de cette espéce qui ont été collectées dans 29 sites éco-
géographiques différents dans le Nord Algérien (figure 8), durant la période de 15 Mai au 15
Juillet 2013 par Mme Medoukali 1.

Cette collection couvre un large éventail des stades bioclimatiques allant de ’humide

jusqu’a I’aride et subissent des contraintes abiotiques diverses (Tableau 4).

Figure 8. Localités géographiques des 29 accessions de I’espéce M. truncatula dans le Nord

Algérien
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Tableau 4. Origines géographiques des 29 accessions étudiées, avec les parametres éco-

géographiques correspondants

N°  REGION PROVENANCE ALT LAT LON Pm Tm TM CLIMAT
MtL Mila Oued Athmenia 757 36°16'17,87"N  6°16'36,31"E 568 2,5 31,3  HH
Mt2 Mila Bab Trouche 831 36°21'31,41"N  6°19'27,41"E 742 44 311  HH
Mt3  Constantine Beni Hemiden 429  36°31'04,89"N  6°3352,68"E 704 32 314  SH
Mt4  Constantine Chettaba 850 36°18'08,13"N 6°27'50,96"E 558 3 32,2  SH
Mt5 Constantine Chaabet ersas 584  36°20'20,08"N  6°37'27,04"E 624 3,3 32 SH
Mt6  Oum Bouaghi - 883  35°51'27,30"N  7°06'45,04"E 462 04 31,3  HH
Mt7  Oum Bouaghi Ouled Hemla 795  36°04'28,53'N  6°29'06,92"E 454 1,9 31,7  HH
Mt8  Oum Bouaghi Ain Fakroun 1010 35°56'14,58"N  6°56'45,32"E 492 04 30,8  HH
Mt9 Tipaza - 196  36°35'53,73"N  2°38'20,83'E 626 84 30,1  HH
Mt10 boliggrri?{ i - 907  36°0400,12"N  4°41'18,44"E 368 16 334  SH
Mt11 boﬁ‘;fé‘:{ i Mansoura 504 36°11'48,42"N  4°27'00,50"E 409 31 32,6  SH
Mt12 bo'igfrri‘:{ i air lac ain nfadazooo 997  36°02'57,40"N 4°5129,75"E 495 0,2 31,1  SH
Mt13 boigfrri‘:{ i - 984  36°04'21,92"N  4°38'52,93'E 420 12 331  SH
Mt14 Bouira - 537  36°22'09,18"N  3°51'33,64"E 506 0,2 30,9 H
Mt15 Bouira Akhdaria 144  36°3438,26"N  3°3316,25'E 711 59 319 H
Mt16 Alger Mohamadia 3 36°4421,62'N  3°0850,41"E 670 7,6 29,8 H
MtL7 Alger Ben Aknoun 172 36°4400,09°N  3°01'33,28"E 762 69 284  HH
Mt18 Blida - 70 36°32'48,32"N  2°48'23,72"E 791 7 30,9  HH
Mtl9  Ain Defla 1 396  36°15'41,71"N  2°17'55,96"E 593 6 33,5 H
Mt20  Ain Defla 2 257  36°09'57,25"N  1°4325,04"E 593 6 33,5 H
Mit21 Chlef - 135  36°144530"N  1°14'17,86"E 405 6,6 32,6 H
Mt22  Mascara - 281  35°30'09,15"N  0°05'30,19"0 368 7,5 29 SS
Mt23 Medea - 385  36°20'33,96"N  2°46'04,83"'E 736 2,5 30,6  SH
Mt24  Tissemsilt - 575  36°00'36,95"N  2°09'11,39"E 609 1,1 30,1  SH
Mt25  Guelma - 798  36°22'08,93'N  7°13'59,93'E 564 1,9 32,1 H
Mt26 Sétif Eulma 1022 36°10'34,10"N  5°45'27,03'E 482 1 31,3 H
Mt27 Sétif Centre-ville 1089 36°11'41,65"N  5°24'25,79"E 473 0,3 31,7 H
Mt28 Batna - 946  35°37'10,44"N  6°1523,70"N 335 0,7 32,6  HH
Mt29 Oran - 87  35°37'40,78"N  0°36'01,72"0 383 8,2 26,6 H

ALT : Altitude, LAT : Latitude, LON : Longitude, Pm : La pluviométrie moyenne ; Tm: La

température minimale du mois le plus froid ; TM : La température maximale, HH : Hyper-

humide, H : Humide, SH : Subhumide, SS : Semi sec.
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2. Méthodes d’étude

2.1. Analyse morphologique
Le totale de 24 accessions de M. truncatula ont été évaluées par des mesures

morphologiques a I’aide d’un cadran-micrométre avec une précision de 0,01 mm.

Pour chaque accession, douze caractéres quantitatifs liés aux graines, aux gousses et

aux cotylédons décrits par Issolah et Abdelguerfi (1999) ont été analysés :
» Taille des gousses : longueur (LP), largeur (WP)
» Nombre de graines par gousse (SP)
» Taille des graines : longueur (LS), largeur (WS).
» Poids de 30 gousses (WTP).

» Poids de mille graines (WTS) et le rapport poids des graines / poids des gousses

(RW).

» Caractéristiques des semis : date d'émergence des cotylédons (DCOT), longueur de
la premiere feuille (LFL), largeur de la premiére feuille (BFL) et aire de la premiére
feuille (AFL = LFL * BFL). Le DCOT a été mesuré a partir du moment ou les
semis ont été placés sous la lumiére. La LFL, la BFL et I'AFL ont été mesurées

apres six jours de germination.

2.2. Analyse moléculaire

Dans cette analyse nous avons déterminé la diversité génétique des 28 accessions de
I’espéce M. truncatula du genre Medicago L. par utilisation de deux marqueurs SSR (Simple
Sequence Repeats) : AFcttl avec 17 a 198 pb et AFct32 avec 25 a 166 pb.

2.2.1. Préparation des échantillons

Les graines matures de chague individu ont été extraites des gousses, scarifiées,
stérilisées avec une solution d'hypochlorite de sodium a 3% (v/v) et imbibées pendant une
nuit. Les grains stériles étaient germés (protocole de germination disponible en annexe 1)
dans l'obscurité pendant 2 jours dans des boites de Pétri contenant 1% d'eau-agar (w/v) a une

température ambiante, puis maintenue a la lumiere du jour pendant 10 jours. Les jeunes
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feuilles de chaque échantillon (0,3g) ont été broyés en une poudre trés fine a l'aide de ’azote
liquide et congelés a -20 ° C pour extraction d'ADN.

2.2.2. Analyse SSR
L'ADN génomique total a été isolé selon un protocole (Annexe 2) de bromure de
cétyl tri méthyl ammonium (CTAB) décrit par Doyle et Doyle (1990).

La qualité de I'ADN a été testée par électrophorése sur gel d'agarose a 0,8% (Annexe
3). Apres avoir mesuré la concentration d'ADN avec NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), les
échantillons ont été dilués a 50 ng / ul pour l'amplification par PCR.

Un nombre de cing paires d'amorces SSR ont été criblées et sur la base de ces
données préeliminaires, deux amorces SSR ont été sélectionnées en fonction de la qualité de

I'amplification des fragments (tableau 5).

Tableau 5. Séquences et groupe de liaison de cing amorces de microsatellites testees.

Linkage
Primer  group Motif Forward primer (5' to 3") Reverse primer (5' to 3")
AFcttl* 4 (CTT)9(CAA)3 CCCATCATCAACATTTTCA TTGTGGATTGGAACGAGT
AFct1l 7 (Ch12 GGACAGAGCAAAAGAACAAT TTGTGTGGAAAGAATAGGAA
AFct32* 3 (CT)14 TTTTTGTCCCACCTCATTAG TTGGTTAGATTCAAAGGGTTAC
AFcal 4 (CT)a(CA)10 CGTATCAATATCGGGCAG TGTTATCAGAGAGAGAAAGCG
AFcall 6 (CA)11 CTTGAGGGAACTATTGTTGAGT AACGTTTCCCAAAACATACTT

*Amorces utilisé dans cette étude.
2.2.3. Amplification in vitro de PADN par PCR

a) Principe

La technique PCR ou polymerase chain reaction a été mise au point en 1985 par
Kary Mullis. C’est une méthode qui permet d’amplifier in vitro un segment d’ADN double
brin, compris entre deux régions de séquences connues, en des millions de copies.
L’amplification est assurée par la polymérase de bactérie thermophile des sources chaudes
Thermus aquaticus (Taq polymérase), par un procédé d’extension de deux amorces
oligonucléotidiques complémentaires des extrémités 3’ des deux brins d’ADN. Ces amorces

encadrent la sequence a amplifié, I’'une avec le brin sens et I’autre avec le brin anti sens.
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Cette amplification comprend 03 phases :

» Une phase de dénaturation de ’ADN double brin a 95°C. elle permet de
séparer les deux chaines complémentaires en ADN simple brin qui vont servir de modéle a la

synthése de nouveaux brins.

» Phase d’hybridation généralement 2 a 60 secondes a 56-64 °C permet aux
amorces sens et anti-sens de se fixer sur les monobrins d’ADN grace a une température qui leur
est thermodynamiquement favorable. Les amorces en larges exces, s'hybrident deés lors qu'elles

rencontrent les séquences complémentaires.

» Phase d’¢élongation s'effectue a une température de 72°C par la taq polymérase
(ADN polymérase) qui allonge les amorces dans le sens 5°p vers 3’0OH d’une séquence
complémentaire du brin recopier en y incorporant les désoxyribonucléiques triphosphates (
dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

La PCR nécessite une étape de dénaturation dite initiale avant de commencer les
cycles, une étape de chauffage généralement 10 a 15 minutes a 95 °C qui permet de dénaturer
les ADN double brin, de casser les structures secondaires, d’homogénéiser le milieu
réactionnel par agitation thermique, d’activer les polymérases de type « Hot start », de
dénaturer d’autres enzymes qui pourraient étre dans la solution (Transcriptase Inverse, Uracil-

N-Glycosylase).

b) Condition d’amplification

L'amplification par PCR a été réalisée dans un volume final de 20 pl contenant 3 pul
d’ADN génomique (50 ng/ul) comme matrice, 2,4 pl de mélange dNTP contenant 2,5 mM de
chacun des quatre nucléotides, 3 pl de tampon de réaction 10 x, 1,2 pl de MgCl; (25 mM), 1,8
pl de chaque amorce sens et inverse SSR (10 uM) et 0,3 ul d'ADN polymérase Taq Thermo
Scientific (2,5 U).

Les conditions de PCR consistaient en une dénaturation initiale a 95 ° C pendant 5
min, suivie de 35 cycles de dénaturation a 94 ° C pendant 45 s, hybridation a 55 ° C pendant
45 s et élongation a 72 ° C pendant 1 min, avec une étape d’élongation finale de 72 ° C

pendant 10 min.
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c) Test d’amplification

Les produits d'amplification ont été résolus sur un gel de polyacrylamide non
dénaturant a 8% (10 pl par puit), en utilisant un rapport acrylamide / bis-acrylamide de 29 : 1
et un tampon TBE 0,5X. (Annexe 4).

Un marqueur de taille (DNA Ladder) a été aussi déposé dans le gel. 1l permet
d’évaluer la taille des fragments d’ADN amplifiés.

L'électrophorese a été effectuée a une tension constante de 175 V pendant environ 2
h 30 min a 4 ° C et a éteé révélee dans une solution de bromure d'éthidium pendant 5 min.

2.3. Analyse statistique

Les caractéristiques morphologiques ont été analysées a l'aide d’une analyse en
composantes principales (ACP), la moyenne, I'écart type (s.d.) et le coefficient de variation
(CV) des caracteres morphologiques pour les 29 accessions ont été calculés.

La corrélation entre la variabilité morphologique et le bioclimat a été examinée par une

autre ACP comprenant les parametres écologiques les plus importants (Alt., Pm, Tm, TM et

Q2).

Les profils électrophorétiques sont compares aprés lecture de la mobilité des bandes
obtenues. Toutes les analyses ont été évaluées en élaborant une matrice de similarité par paire
et les distances génétiques ont été calculées en utilisant 1’indice de Jaccard (Jaccard, 1908). A
partir des distances génétiques calculées, une classification hiérarchique en UPGMA
(unweighted pair group method arithmetic average) a été élaborée moyennant le logiciel
Xlstat 2014.5.03 programme (Addinsoft ,2007).
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Résultats et discussion

Notre travail vise & étudier la diversité génétique de 29 accessions de 1’espéce M.
truncatula par les marqueurs morphologiques (caractéres biométriques) et moléculaires
(microsatellites). Pour cela nous avons utilisé les méthodes moléculaires fondées sur
I’amplification in vitro de fragments d’ADN spécifiques par la technique PCR et sur la
technique d’électrophorése sur gel de polyacrylamide.

1. Analyse de la diversité morphologique

Une analyse en composante principale a été mise en évidence pour comparer les
caracteres biométriques des 24 accessions. La corrélation entre la variabilité morphologique et
le bioclimat a été examinée par une autre ACP, comprenant les parametres écologiques les plus
importants (Alt., Pm, Tm, TM et Q2).

Cette étude a montré une relative dissemblance entre les paramétres biométriques des 24
accessions sous I’influence des facteurs environnementaux et climatiques et I'identification des

criteres morphologiques les plus discriminants. (Tableau 6).
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Tableau 6. Données descriptives des caracteres morphologiques et des parametres écologiques des 24 populations de M. truncatula

N | Accessions LP WP WTP SP LS WS WTS RW DCOT LFL BFL AFL Alt Pm Tm ™ Q2

1 Mtl 5,68 6,83 1,86 4 3,41 1,76 4,04 2,03 1 6,01 2,81 16,89 795 454 1,9 31,7 52,26
2 Mt2 5,35 5,90 1,46 5 3,53 1,78 3,76 2,58 1 7,54 2,43 18,32 1010 492 0,4 30,8 55,51
3 Mt3 3,83 5,27 0,85 4 2,82 1,51 2,18 2,56 1 6,76 3,21 21,70 883 462 0,4 31,3 51,28
4 Mt5 6,25 6,35 2,15 6 3,48 1,81 4,56 2,12 2 9,02 3,96 35,72 257 593 6 335 73,96
5 Mt6 5,50 6,69 1,81 6 3,32 1,93 3,71 2,05 2 6,08 2,68 16,29 537 506 0,2 30,9 56,53
6 Mt8 4,88 5,53 1,26 1 2,80 1,44 3,19 2,53 1 5,19 2,35 12,20 850 558 3 32,2 65,55
7 Mt9 6,38 6,54 2,73 5 3,68 1,83 4,96 1,82 3 7,34 2,86 20,99 429 704 3,2 314 85,63
8 Mt10 541 6,02 2,06 4 3,25 1,63 3,26 1,58 1 8,40 3,22 27,05 757 568 2,5 31,3 67,65
9 Mtl1 5,47 5,66 2,20 5 3,39 1,77 3,98 1,81 1 7,38 2,67 19,70 831 742 44 311 95,32
10 Mt12 7,86 7,72 4,21 9 3,55 1,96 4,99 1,19 1 8,19 3,82 31,29 3 670 7,6 29,8 103,52
11 Mt13 7,02 7,27 3,33 7 3,61 1,85 4,78 1,44 3 8,64 3,47 29,98 172 762 6,9 284 121,57
12 Mt14 4,76 517 1,50 5 3,08 1,62 3,34 2,23 1 731 3,81 27,85 1022 482 1 31,3 54,56
13 Mt15 4,84 513 1,45 6 3,24 1,66 3,80 2,62 1 6,58 2,76 18,16 1089 473 0,3 31,7 51,67
14 Mt16 5,67 541 2,01 4 3,27 1,68 4,27 2,12 2 5,73 2,79 15,99 997 495 0,2 31,1 54,95
15 Mt17 5,47 5,67 1,75 5 3,24 1,65 3,68 2,10 2 7,01 2,12 14,86 907 368 1,6 33,4 39,69
16 Mt18 7,48 6,64 4,84 5 4,04 1,99 5,66 1,17 2 791 3,55 28,08 504 409 3,1 32,6 47,55
17 Mt20 6,54 7,46 4,95 6 3,70 2,03 5,29 1,07 2 8,04 3,03 24,36 196 626 84 30,1 98,95
18 Mt21 6,89 7,39 2,73 6 3,75 2,03 4,94 1,81 2 9,06 3,74 33,88 385 736 2,5 30,6 89,84
19 Mt22 7,64 8,98 4,79 8 3,80 2,06 5,02 1,05 2 7,98 3,26 26,01 575 609 11 30,1 72,03
20 Mt23 8,23 10,23 5,54 6 4,14 2,14 6,53 1,18 2 10,17 4,00 40,68 281 368 75 29 58,71
21 Mt24 5,75 5,49 1,69 5 3,34 1,61 3,90 2,31 2 6,27 2,61 16,36 946 335 0,7 32,6 36,02
22 Mt25 8,55 821 5,52 7 3,79 1,97 511 0,93 1 10,58 3,07 32,48 70 791 7 30,9 113,52
23 Mt26 7,32 7,52 3,47 6 3,68 1,97 4,52 1,30 3 6,53 2,38 15,54 135 405 6,6 32,6 53,43
24 Mt27 6,77 6,44 2,20 6 3,31 1,68 391 1,78 1 7,48 3,23 24,16 798 564 19 32,1 64,06
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D’apres les résultats obtenus (tableau 7), la surface de la premicre feuille (AFL) s’est
avérée étre la caractéristique la plus variable avec une moyenne de 23.70 mm? et un coefficient
de variation égale & 58.38 % d’ou les valeurs les plus faibles étaient entre 12.20 mm? et 15.99
mm? noté chez Mt8, Mt17, Mt16 et Mt26, tandis que la valeur la plus élevé était de 40.68 mm?
marqué chez Mt23. Suivi par LFL avec une moyenne de 7.55 mm, les plus langues feuilles été
observé dans les régions a climat humide/subhumide par des valeurs comprissent entre 10 mm
et 8 mm chez Mt25, Mt21, Mt23, Mt5, Mt13, Mt12 et Mt20.

4 accessions étudiées présentent un SP de moyenne 5,47 et un coefficient de variation de
2,31 %. Le plus haut a été trouvé chez Mt22 et Mt12 des régions a pluviométrie élevé (8 et 9
graines par gousse respectivement) par contre le plus bas a été rapporté dans des régions a
tendance bioclimatique hyper humide avec une valeur de 1 chez Mt8. Pour la longueur et la
largeur des gousses, une valeur extréme de 8 mm et de 10 mm respectivement a était enregistre

chez Mt23, Mt25 avec une valeur de 3mm signalé chez Mt3.

Le poids de mille graines (WTS) des populations Algériennes de M. truncatula collecté
oscillent entre 2 g et 5g. Les plus lourdes ont été constatées chez Mt18, Mt 20, Mt22 et Mt25
et les plus leégeres éte observe chez Mt3. Les caractéres restants présentaient une moyenne
étroite qui ne dépassait pas 2. La moindre moyenne a été observée pour la date d'émergence des

cotylédons (1.67 jours).

Tableau 7. Moyenne, écart type et coefficient de variation des 12 traits analyses pour les 24

accessions de M.truncatula.

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type CV (%)
LP (mm) 3,83 8,55 6,23 1,21 1,47
WP (mm) 5,13 10,23 6,65 1,28 1,64
WTP (9) 0,85 5,54 2,77 1,45 2,10
SP 1,33 9,00 5,47 1,52 2,31
LS (mm) 2,79 4,14 3,47 0,33 0,11
WS (mm) 1,44 2,14 1,81 0,19 0,04
WTS (9) 2,18 6,53 4,31 0,94 0,88
RW 0,92 2,62 1,81 0,54 0,29
DCOT (Jours) 1,00 3,00 1,67 0,70 0,49
LFL (mm) 5,19 10,58 7,55 1,34 1,80
BFL (mm) 2,12 4,00 3,08 0,55 0,30
AFL (mm2) 12,19 40,68 23,70 7,64 58,38
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1.1. Analyse en composantes principales des caracteres biométriques (ACP)

Une analyse en composantes principales a été effectuée sur les douze traits quantitatifs
étudiés. L'analyse des résultats permet de constater que la majeure partie des informations est
expliquée par les deux premiers axes factoriels. Dans le plan 1-2, les valeurs propres des deux
composantes PC1 et PC2 et leur contribution a I’inertie totale sont représentées dans la figure
9. Les deux axes pris en considération pour décrire les corrélations entre les variables liées aux
structures spatiales, détiennent a eux seuls 80,82 % de I’information totale avec respectivement
67,40 % pour ’axe 1 et 13,42 % pour I’axe 2. Les valeurs des composantes de chaque variable
ont été projetées dans les deux premiéres composantes principales (PC1 et PC2).

La majorité des caractéres qui sont relatifs aux : nombre de graines par gousse (SP),
longueur (LP) et largeur (WP) des gousses, poids de 30 gousses (WTP), poids d'un millier de
graines (WTS), longueur (LS) et largeur (WS) des graines, ainsi que la longueur (LFL) et I’aire
de la premiere feuille (AFL), sont positivement corrélés a ’axe 1 et contribuent largement dans
la variation totale et la formation de cet axe, a I’exception de RW qui est corrélé négativement.
Tandis que, la deuxieme composante principale est déterminée principalement et positivement
par la largeur de la premiere feuille (BFL) et négativement par la date d'émergence des

cotylédons (DCOT) qui intervient fortement dans 1’explication de la variation totale.

Variables (axes F1 et F2 : 80,82 %)

* DCOT (Jours
-0,75

AN
o
~
a
=]
]

-0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1 (67,40 %)

Figure 9. Analyse en composantes principales de douze caractéristiques

morphologiques.
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1.2. Analyse des liaisons inter- caractéres

La matrice de corrélation a révélé des corrélations significatives entre les différents
caracteres quantitatifs étudiés, a I'exception de RW, qui était négativement corrélée avec toutes
les autres caractéristiques (Tableau 8). A titre d’exemple la longueur des gousses (LP) a
présenté une corrélation positive hautement significative avec la largeur (WP) des gousses
(r=0,859), poids de 30 gousses (WTP) (r=0,906), le poids d'un millier de graines (WTYS)
(r=0,878), longueur (LS) et largeur (WS) des graines (r=0,861 et 0.828, respectivement). Mais
negativement au corrélée RW (r=-0,878).

L’aire de la premiére feuille (AFL) a montré une corrélation positive hautement
significative avec la longueur (LFL) et la largeur de la premiére feuille (BFL) (r=0,907 et 0.911,
respectivement). Par ailleurs, la plus forte corrélation positive (r = 0,937) a lié la longueur (LS)
des graines et le poids d'un millier de graines (WTS) tandis que la plus forte corrélation négative
(r=-0,932) a li¢ RW et le poids de 30 gousses (WTP).
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Tableau 8. Matrice de corrélations entre les différents caractéres morphologiques des 24 accessions étudiés.

LP WP WTP LS WS WTS DCOT LGFT6 LRFT6 SFT6
Variables (mm) (mm) (9) SP (mm) (mm) (9) RW (Jours) (mm) (mm)  (mm2)
LP (mm) 1
WP (mm) 0,859 1
WTP (g) 0,906 0,857 1
SP 0,677 0,600 0,601 1
LS (mm) 0,861 0,795 0,850 0,580 1
WS (mm) 0,828 0,859 0,845 0,696 0,916 1
WTS (g) 0,878 0,802 0,878 0,544 0,937 0,869 1
RW -0,878 -0,802 -0,932 -0,611 -0,769 -0,793 -0,764 1
DCOT (Jours) 0,366 0,320 0,302 0,222 0,475 0,436 0,474 -0,323 1
LGFT6 (mm) 0,678 0,653 0,681 0,567 0,663 0,616 0,620 -0,632 0,069 1
LRFT6 (mm) 0,412 0,431 0,416 0,442 0,383 0,407 0,442 -0,389 -0,007 0,662 1
SFT6 (mm2) 0,605 0,615 0,602 0,532 0,578 0,566 0,600 -0,550 0,051 0,907 0,911
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1.3. Corrélation entre les caractéristiques morphologiques et les parametres
écologiques

Afin de vérifier la relation entre les caractéres morphologiques étudiés et le bioclimat,
une autre ACP (Figure 10) a été réalisée en tenant compte a la fois des caractéristiques
morphométriques et des cing parameétres écologiques (Alt, Pm, Tm, TM et Q2). Un graphique
bidimensionnel (2D) a été preparé en utilisant les deux premiers axes, qui représentaient

71,47% de la variation totale avec 59,59%, 11,88% pour les axes 1 et 2, respectivement.

Variables (axes F1 et F2 : 71,47 %)
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Figure 10. Analyse en composantes principales des caractéres biométriques et leur relation

avec les parametres écologiques.

Toutes les caractéristiques ont formé un groupe contribuant fortement a la formation de
PC1 du co6té positif, a 'opposé de Ialtitude (Alt) et la température maximale du mois le plus
chaud (TM) qui sont corrélées négativement a cet axe. En revanche, PC2 a été influencé
essentiellement par la pluviométrie (Pm) (corrélation positive) et négativement par la date

d'émergence des cotylédons (DCOT).

Cette distribution des variables indique une tres forte corrélation entre les
caractéristiques morphologiques et le bioclimat. Sur la base des valeurs indiquées données dans
le tableau 9 qui comporte I’analyse des résultats relatifs aux coefficients de corrélation entre les

caracteres considérés, a montré une corrélation fortement négative entre I’altitude (Alt) et tous
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les paramétres biométriques. Par contre, elle témoigne une corrélation fortement positive avec
RW (r=0,782).

Il existe une corrélation positive entre les caractéres morphologiques et la pluviométrie
(Pm). D'ou, la relation la plus étroite a été trouvée entre Pm et DCOT avec r = 0,003 et la
corrélation la plus forte a été montrée pour LFL avec r = 0,445.

Une corrélation positive hautement significative a été enregistrée entre la température
minimale (Tm) et le poids de 30 gousses (WTP) avec r = 0,706. Par contre une relation négative
lie la température maximale (TM) et la largeur des gousses (WP) avec r =- 0,557.
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Tableau 9. Matrice de corrélation entre les différents caracteres morphologiques et les cing paramétres écologiques.

Variables LP WP WTP SP LS WS WTS RW DCOT LFL BFL AFL Alt Pm Tm ™
LP 1
WP 0,859 1
WTP 0,906 0,857 1
SP 0,677 0,600 0,601 1
LS 0,861 0,795 0,850 0,580 1
WS 0,828 0,859 0,845 0,696 0,916 1
WTS 0,878 0,802 0,878 0,544 0,937 0,869 1
RW -0,878 -0,802 -0,932 -0,611 -0,769 -0,793 -0,764 1
DCOT 0,366 0,320 0,302 0,222 0,475 0,436 0,474 -0,323 1
LFL 0,678 0,653 0,681 0,567 0,663 0,616 0,620 -0,632 0,069 1
BFL 0,412 0,431 0,416 0,442 0,383 0,407 0,442 -0,389 -0,007 0,662 1
AFL 0,605 0,615 0,602 0,532 0,578 0,566 0,600 -0,550 0,051 0,907 0,911 1
Alt -0,795 -0,741 -0,759 -0,616 -0,654 -0,753 -0,693 0,782 -0,458 -0,626 -0,440 -0,594 1
Pm 0,304 0,206 0,264 0,350 0,166 0,254 0,201 -0,352 0,003 0,445 0,254 0,358 -0,463 1
Tm 0,669 0,615 0,706 0,430 0,535 0,563 0,639 -0,705 0,277 0,606 0,368 0,549 -0,859 0,403 1
™ -0,357 -0,557 -0,455 -0,440 -0,358 -0,472 -0,391 0,423 -0,081 -0,418 -0,391 -0,439 0,370 -0,446 -0,350 1
Q2 0,478 0,397 0,479 0,481 0,321 0,409 0,389 -0,539 0,106 0,568 0,340 0,480 -0,667 0,928 0,670 -0,597
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1.4. Analyse en composantes principales des accessions étudiées

La répartition des variables selon les deux axes permet de faire des groupages des
individus qui se ressemblent plus au moins sur la base d’une ou de plusieurs des variables
mesurées. L’ACP (Figure 11) se basant sur les caracteres morphologiques, montre un
regroupement des populations autour d’un centre d’inertie qui dans notre cas est ’accession
Mtl (Mila/Oued Athmenia), Mt2 (Mila/Bab Trouche), Mt11 (Bourdjbouarriridj/mansoura) et
Mt27 (Sétif/Centre-ville), Ces derniers sont les plus proches de ’origine des deux axes. Cela

veut dire qu’elles ont les caractéres les plus communs avec 1’ensemble des populations.

Les accessions Mtl12 (Bourdj bouarriridj/air lac ain zada 2000 m), Mt13(Bourd]
bouarriridj), Mt18 (Blida), Mt20 (Ain Defla), Mt21(Chlef), Mt22(Mascara), Mt23(Medea),
Mt25(Guelma) qui se caractérisent par un SP elevé, une grande taille des gousses et des graines,
un poids de 30 dosettes (WTP) élevé, un poids d'un millier de graines (WTS) important ainsi
une langue et large feuille. Ces populations se situent au cété positif de la premiere composantes
principales (PC1).Tandis que Mt6 (Oum Bouaghi), Mt8 (Oum Bouaghi/Ain Fakroun),
Mt9(Tipaza), Mt16 (Alger/Mohamadia), Mt17 (Alger/Ben Aknoun), Mt24 (Tissemsilt), Mt26
(Setif/lEulma), se caractérisent par un RW important et une date d'émergence des cotylédons
(DCOT) tardive.

Observations (axes F1 et F2 : 80,82 %)
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Figure 11. Répartition des 24 accessions etudiées sur les plans 1/2 de I’ACP
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2. Analyse de la diversité moléculaire

2.1. Lecture des profils électrophorétiques

L’analyse des profils ¢lectrophorétiques des différents produits de la PCR a été effectuée
par un simple examen visuel des pistes d’électrophoréses. L’ensemble des mobilités relatives
des bandes ont été déterminees visuellement et introduites dans une matrice de données binaires
(0/1) présence (1) ou absence (0), les bandes ayant la méme mobilité ont été considérées comme

des fragments identiques, quelle que soit I'intensité de la bande.

A partir de ces données obtenues, la matrice de similarité a été calculée en se basant sur
I’indice de Jaccard par «Simple Matching» et un dendrogramme a été construit selon la méthode
agregative UPGMA. Des matrices de distances génétiques entre les accessions ont été élaborées

également.

2.2. Mobilite et fréquence des amplifiants

La lecture des diagrammes électrophoreétiques consiste a relever la mobilité (cm) de
chacune des bandes présentes en mesurant la distance parcourue par chaque bande dans le gel
de séparation. La mobilit¢ d’une bande est la distance entre le point d’application de
I’échantillon et la position de la bande correspondante dans le gel. A cet effet, nous avons utilisé
une accession de référence qui a servi de repere pour tenir compte des variations de mobilité

observées entre les gels.

En se basant sur la mobilité et la preuve génétique, les bandes lentes correspondent aux
fragments de haut poids moléculaire tandis que les bandes intermédiaires et rapides

correspondent aux fragments de faible poids moléculaire.

Les résultats obtenus aprés la migration des ADN amplifiés ont permis de détecter des
électrophorégrammes avec des différences intensités, ces derniéres varient d’un microsatellite
a un autre. Les bandes sont trés bien séparées avec une bonne résolution et elles révelent un
polymorphisme entre les accessions. Le diagramme divisé en deux zones A et B pour Afct32,
Afcttl chacune (figure 12 et 13).

e Zone (A) : C’est la zone la plus lente puisqu’elle représente les bandes qui ont un poids
moléculaire supérieur ou égale 200 kDa pour AFct32 et Afcttl chacune avec une gamme de
mobilité allant de 0.28 a 2.43cm et de 0.18 a 2.33cm respectivement, les bandes dans cette zone

sont bien séparées et ont des intensités différentes.
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eZone (B) : c’est la zone rapide, elle est caractérisée par une considérable variabilité
des profils avec des poids moléculaires moins de 98 KDa pour les deux amorces et une mobilité
oscille entre 2.61et 6.46¢cm pour Afcttl, entre 2.54 et 5.89 cm pour AFct32.

MT Mtl Mt2 Mt3 Mt4 Mt5 Mt6 Mt7 Mt8 Mt9 Mtl0 Mtll Mtl2 Mtl3 Mtl4

[ Zone A

F Zone B

Sl St el e

b)

MT Mt15 Mtl16 Mt17 Mtl18 Mt19 Mt20 Mt21 Mt22 Mt23 Mt24 Mt25 Mt26 Mt27 Mt28

[ Zone A

[ Zone B

Figure 12. Profils électrophorétiques des bandes SSR de I’espéce M.truncatula révelés par
I’amorce AFct32.
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b)
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Figure 13. Profils électrophorétiques des bandes SSR de I’espéce M. truncatula révélés par

I’amorce AFcttl.
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» Amorce AFct32

Dans les diagrammes électrophorétiques pour I’amorce Afct32, nous avons detecté 8
bandes réparties dans tout le gel, numérotées de la bande la plus lente a la bande la plus rapide,
avec des mobilités allant de 0.28 a 5.89 cm. Les fréquences des bandes détectées dans les 28

accessions de 1’espéce M. truncatula sont représentées dans le tableau 10.

Deux bandes (B6 et B8) ont été marquées monomorphes, elles sont omniprésentes dans
toutes les accessions & 100 % avec des mobilités de 3.32 cm et 5.89 c¢cm pour chacune
respectivement. Suivies par Des fréquences moyennes qui varient de 0.20 a 0.32 ont caractérisé
quatre bandes sur les 8 détectées (B1, B2, B4, B5). Les plus faibles fréquences (entre 0.12 a
0.16) ont été observées dans deux bandes (B3, B7) qui sont partagées par 3 a 4 accessions.

» Amorce AFcttl
A travers les 29 accessions de cette espece, 10 bandes décelables ont été obtenues avec
des mobilités allant de 0.18 a 6.46 cm, leurs fréquences sont représentées dans le tableau 11.

D’apres le tableau, nous avons constaté une grande variabilité de fréquences entre les
accessions de M. truncatula. Parmi les 10 bandes détectées, seulement deux sont monomorphes
(A8, A9) elles sont omnipresentes dans toutes les accessions avec un taux maximum (1.00).
Une frégquence moins élevée de 0.88 a été notée pour la bande A6 qui a été absente chez 3

accessions seulement.

Des fréquences intermédiaires varient entre 0.40 et 0.36 ont été enregistrées pour les
trois bandes (A2, A3 et A5), a titre d’exemple les bandes A2 et A3 ont été détectées chez neuf
accessions chacune avec la valeur de fréquence 0.36. Les bandes restantes sont partagées par
deux ou trois accessions avec des fréquences faibles varient de 0.08 a 0.12, c’est les cas des
bandes : A4, A7, A10 (Tableau 11).

La fréquence la plus faible 0,04 a été observé pour la bande Al de mobilité 0.18 cm,
c¢’est une bande spécifique a I'espéce M. truncatula qui a été observée pour I'amorce AFcttl, et
qui a été trouvée dans une seule accession uniquement, elle est donc considérée polymorphe :

la bande Al particularise 1’accession Mt13 appartenant a la région de Bourdj bouarriridj.
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Tableau 10. Matrice présence/absence, mobilités et fréquences pour I’amorce AFCT32 des 28 accessions de M. truncatula.

Bandes | MT1|MT2|MT3|MT4 | MT5|MT6 | MT8 | MT9 [MT10 [ MT13 | MT14 | MT15 | MT16 [ MT17 | MT18 | MT19 | MT20 [ MT21 | MT22 | MT23 | MT24 [ MT25 | MT26 | MT27 | MT28 | somme | fréquence
Bl 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 8 0,32
B2 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0,28
B3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 4 0,16
B4 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0,24
B5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 5 0,2
B6 1 1 1 1 11|12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 25 1
B7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 3 0,12
B8 1 1 1 1 11|12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 25 1

Tableau 11. Matrice présence/absence, mobilités et fréquences pour I’amorce AFcttl des 28 accessions de M. truncatula.

Bandes [ MT1 | MT2 [MT3 | MT4 | MT5 | MT6 | MT8 | MT9 | MT10 | MT13 [ MT14 [ MT15 [ MT16 | MT17 | MT18 | MT19 | MT20 | MT21 | MT22 | MT23 [ MT24 [ MT25 [ MT26 | MT27 | MT28 | somme | fréquence
Al 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,04
A2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 9 0,36
A3 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 9 0,36
A4 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,08
A5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 0,4
AG 1 1 1 1 11 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 22 0,88
A7 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0,12
A8 1 1 1 1 11 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 25 1
A9 1 1 1 1 11 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 25 1
Al0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,08
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2.3. Analyse génétique

Cing marqueurs SSR ont été sélectionnés pour tester le polymorphisme avec 28
accessions de 1’espéce M. truncatula. Trois d'entre eux n'ont produit aucun fragment dans les
accessions. Par conséquent, deux (AFcttl et AFct32) des cing marqueurs SSR ont donné un
total de 18 fragments allant de 17 a 187pb, avec 10 bandes et 8 (25-132 pb) bandes pour AFcttl
et AFct32, respectivement (tableau 12).

Tableau 12. Nombre total des bandes amplifiées et polymorphisme dans les 28 accessions pour

chaque marqueur SSR.

Nombre de | Moyenne de | Taille de la Nombre de Quantité de
bandes nokr)r; %eeges bande (pb) bandes polymorphisme
Locus amplifiées polymorphiques (%)
AFcttl 10 4.32 (3-6) 17-187 8 72.73
AFct32 8 3.32 (2-6) 25-132 6 75.00

Une variation génétique a été détectée entre 28 accessions de M. truncatula. Des
amplifications PCR ont été réalisées avec des microsatellites ont donné des différents profils

électrophorétiques (figurell et 12).

Les deux amorces ont donné¢ 18 fragments d’ADN amplifiés avec 14 bandes SSR

polymorphes pour les 28 accessions (tableau 12).

Le nombre de bandes polymorphes oscillent entre 6 et 8 avec un pourcentage de

polymorphisme varie de 75,00% et 72,73% respectivement pour AFct32 et AFcttl.

2.4. Distances géenétiques

Pour quantifier I’analogie ou la dissemblance entre les accessions en estimant le degré
de différence entre les diagrammes moléculaire des accessions considérées deux a deux, on
établit d’abord les diagrammes types qui permettent de conserver une image réelle des gels
pouvant servir comme base de données pour I’identification et de calculer les distances

génétiques.

Les dissimilarités entre les 28 accessions de M. truncatula ont été calculées sur la base

des données des amorces en utilisant la distance de Jaccard comme coefficient. Les résultats
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sont représentés sous forme d’une matrice dans le tableau 12. Les valeurs ressortent que les

distances génétiques se situent entre 0.00 et 0.714 avec une valeur moyenne d=0.375.

Huit couples d’accessions : Mt2 (Mila / Bab Trouche) et Mt1 (Mila / Oued athmenia),
Mt5 (Constantine / Chaabat ersas) et Mt1 (Mila / Oued athmenia), Mt5 (Constantine / Chaabat
ersas) et Mt2 (Mila / Bab Trouche), Mt15 (Bouira / Akhdaria) et Mt1 (Mila / Oued athmenia),
Mt15 (Bouira / Akhdaria) et Mt2 (Mila / Bab Trouche), Mt15 ( Bouira / Akhdaria) et Mt5
(Constantine / Chaabat ersas), Mt17 (Alger / Ben Aknoun), et Mt16 (Alger / Mohamadia),
Mt21(Chlef) et Mt18(Blida) sont similaires & 100 % présentant la valeur de distance 0,00. Elles
ont été prélevé dans des zones relativement éloignée géographiquement (Constantine / Mila /
Bouira/ Alger / Chlef/ Blida) et écologiquement (varient du hyper-humide au subhumide) avec
des valeurs d’altitude (584, 831, 144, 3, 70, 135), respectivement.

Les valeurs faibles signifient que les diagrammes des amplifias apparaissent tres voisins
et que les accessions sont génétiquement proches les unes des autres. Une valeur d=0.100, qui
a eté observée entre le couple Mt24/ Mt25 et qui ont été prélevees dans deux régions assez
distantes (Tissemsilt /Guelma) avec des sites de collecte particularisée par des valeurs d’altitude

relativement proches (575/ 798) et des valeurs de pluviométrie annuelle de 609 et 564, respectivement.

Inversement, lorsque les valeurs des distances genetiques sont élevées, les accessions
sont genetiqguement éloignées. Tels que le couple Mt18/Mt22 (Mascara/Blida) qui a été
caractérisé par la valeur la plus élevee de distance d=0.714. Ces deux échantillons ont été
collectés dans deux sites éloignés écologiquement (semi sec, hyper humide avec une grande

différence entre leurs valeurs d’altitude (70 et 281, respectivement).

Des distances intermédiaires ont été obtenue pour d’autres couples d’accessions
présentent des diagrammes plus ou moins proches, avec autant de ressemblances que

dissemblances (moyenne=0.375).
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Tableau 13. Distances génétiques obtenues entre les 28 accessions de M.truncatula en se basant sur les données des amorces (AFct32/AFcttl).

MT1  MT2 MT3 MT4 MT5 MT6 MT8 MT9 MT10 MT13 MT14 MT15 MT16 MT17 MT18 MT19 MT20 MT21 MT22 MT23 MT24 MT25 MT26 MT27 MT28
MT1 0 0000 04167 0444 0,000 0500 0375 0375 0375 0375 0,28 0000 0,167 0,167 0375 0429 0444 0375 0636 0583 0500 0444 02375 0556 0,286
MT2 0 01167 0444 0000 0500 0375 0375 0375 0375 0,28 0,000 0,167 0,167 0375 0429 0444 0375 0636 0583 0500 0444 0375 0556 0,286
MT3 0 0333 0167 0545 0444 0250 0,250 0,444 0,375 0,167 0,286 0,286 0444 0500 0,500 0,444 0545 0500 0,400 0,333 0,444 0,600 0,375
MT4 0 0444 0273 0,111 02111 0,111 0455 0,222 0444 0500 0500 0583 0636 0615 0583 0643 0600 0538 0500 0583 0692 0,545
MT5 0 0500 0375 0375 0375 0375 0,28 0000 0167 0,167 0375 0429 0444 0375 0636 0583 0500 0444 0375 0556 0,286
MT6 0 0200 0364 0364 0364 0300 0500 0545 0545 0500 0545 0538 0500 0,667 0625 0667 0643 0500 0,615 0,583
MT8 0 0222 0,222 0400 04125 0375 0444 0444 0545 0600 0583 0545 0,714 0667 0,615 0583 0545 0,667 0,500
MT9 0 0000 0400 0125 0375 0444 0444 0545 0600 0583 0545 0615 0571 0500 0455 0545 0,667 0,500
MT10 0 0400 0125 0375 0444 0444 0545 0600 0583 0545 0615 0571 0500 0455 0545 0,667 0,500
MT13 0 0333 0375 0444 0444 0400 0600 0455 0400 0615 0571 0615 0583 0400 0,545 0,500
MT14 0 028 0375 0375 0500 0556 0545 0500 0,692 0643 0583 0545 05500 0,636 0,444
MT15 0 0167 0167 0375 0429 0444 0375 0636 0583 0500 0444 0375 0556 0,286
MT16 0 0000 0444 0500 0500 0444 0667 0615 0545 0500 0444 0,600 0,375
MT17 0 0444 0500 0500 0444 0667 0615 0545 0500 0444 0,600 0,375
MT18 0 0444 0111 0,000 0364 0,333 0500 0455 0,000 0222 0,125
MT19 0 0500 0444 0545 0615 0667 0,636 0444 0444 0,375
MT20 0 0111 0273 0250 0417 0364 0111 0300 0,222
MT21 0 0364 0333 0500 0455 0,000 0,222 0,125
MT22 0 04167 0333 0273 0,364 0364 0455
MT23 0 04167 0250 0,333 0,333 0417
MT24 0 01100 0500 0500 0,455
MT25 0 0455 0,583 0,400
MT26 0 0222 0,125
MT27 0 0333
MT28 0

41



Résultats et discussion

2.5. Classification ascendante hiérarchique (CAH)
La classification CAH permette le regroupement des objets ou autres dans des groupes
homogenes, sur la base de leur similarité. Cette méthode statistique permet d’effectuer des

typologies empiriques.

Le dendrogramme est construit sur la base des distances génétiques ou des bandes des
profils électrophorétiques obtenus pour les marqueurs SSR étudiés. Les liens hiérarchiques
apparaissent sur le dendrogramme présenté ci-dessous montrent la présence de cing clusters
majeurs (défini par une coupure tracée « en pointillés » pour séparer les différents niveaux

d’agrégation) a une distance d=0,4.

Le premier cluster (d=0,19) regroupe sept accessions (Mt1, Mt2, Mt3, Mt5, Mt15, Mt17,
Mt16) appartenant a des régions de I’Est du pays (Constantine, Mila, Bouira) avec gammes des
¢tages bioclimatiques varient de I’hyper-humide au subhumide, sauf Mt16 et Mt17 (Alger) sont

a I’origine du centre de 1’ Algérie avec un climat hyper-humide au humide.

Le deuxiéme groupe comprenne sept accessions a un degré de distance d=0.39 et qui
appartiennent a des régions relativement éloignées de I’Est Algérien (Oum Bouaghi,
Constantine, Bourdj Bouarriridj et Bouira), avec des étages bioclimatiques varient du hyper-
humide au subhumide, sauf Mt9 qui a été prélevée dans une région du Nord du pays (Tipaza)

avec un climat hyper-humide.

Le troisieme cluster est constitué de six accessions collectees dans des régions allant du
centre jusqu’a I’Ouest du Nord algérien appartenant a un climat humide, a I’exception de Sétif
(Mt26 et Mt27) et Batna (Mt28) qui représente le c6té Est, avec un climat qui varie de I’hyper-

humide a I’humide. Ils présentent un degré de distance d=0,26.

L’accession Mt19 qui est collectée dans une région humide d’Ain Defla, forme le
quatriéme groupe qui est considéré indépendant des autres avec le degré le plus élevé de

distance génétique (d=0.5).

Le cinquieme groupe renferme quatre accessions (Mt22, Mt23, Mt24, Mt25) au niveau
de distance d=0.25. Ces accessions ont la particularité d’étre collectées dans différentes régions
allant de I’Est passant par le centre vers I’Ouest du pays (Guelma, Medea, Tissemsilet, Mascara)

avec une large gamme des étages bioclimatiques qui varie de ’humide au semi sec.
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Figure 14. Classification hiérarchique en UPGMA des 28 accessions de M. truncatula basee
sur le polymorphisme des SSR : 1) le premier groupe, 2) le deuxiéme groupe, 3) le troisieme

groupe, 4) le quatriéme groupe, 5) le cinquieme groupe.

3. Discussion
L’objectif de cette étude est la détermination de la diversité génétique dans les populations
de I’espéce M. truncatula, les marqueurs SSR et morphologiques ont été comparés pour 28

accessions recueillies dans un large éventail des étapes climatiques dans le nord Algérien.

Nos résultats ont montré qu'il y avait des variations morphologiques significatives au sein
et entre les populations en termes de caractéres de gousse, de graine et de plantule. De plus,
tous les taxonomistes ont utilisé les caracteres des fruits (gousse et graine) comme clé
importante pour distinguer les espéces du genre Medicago L. (Heyn, 1963; Lesins et Lesins,
1979; Quezel et Santa, 1962; Small et Jomphe, 1989). Cette forte variation morphologique est
cohérente avec les résultats de nombreuses études sur la diversité génétique sur les collections
de matériel génétique de Medicago L. (Al-Faifi et al., 2013; Bonnin et al., 1996; Bullita et al.,
1994; Cherifi et al., 1993; El Hansali et al., 2007; Radwan et al., 1980; Tucak et al., 2008;
Zivkovi¢ et al., 2012).

Brundu et al., (2004) font remarquer que M. minima et M. truncatula montrent une grande
diversité morphologique et phénologique. Haddiou et al., (2012) et El Hansali et al., (2007) ont

noté l'existence d'une variabilité morphologique hautement significative chez neuf populations
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naturelles de M. truncatula originaire du Maroc, qui est d'autant plus importante que les
populations sont situées dans des climats différents. Arraouadi et al., (2006), en caractérisant
phénotypiquement les populations naturelles Tunisiennes de M. truncatula, ont signalé un
important degré de polymorphisme quantitatif au sein et entre les populations étudiées.

Selon Abdelkefi et Marakchi (2000), les especes annuelles de Medicago ou « medics »
produisent une grande quantité de gousses indéhiscentes contenant de graines dures. Loi et al.,
(2000), en étudiant le potentiel de nouvelles légumineuses alternatives a paturage pour les
systemes agricoles méditerranéens de I’ Australie, ont montré que les luzernes annuelles ont

produit plus de graines que la plupart des autre espéces.

Yousfi et al., (2006) signalent que le cultivar australien Jemalong (M. truncatula), classé
parmi les populations tardives, produit un nombre faible de gousses, mais contient un nombre

élevé de graines par gousse.

Chebouti et al., (2006) signalent que les populations tardives de M. aculeata, M.
orbicularis et M. truncatula ont présenté un meilleur développement végeétatif et une bonne
nodulation que les populations précoces. Par contre Laouar et Abdelguerfi (1999) ont indiqué

que les populations précoces produisent les gousses et les graines les plus lourdes.

Notre étude a révélé des résultats mitigés concernant les corrélations des caractéres
biométriques avec les facteurs du milieu comme le montre I’ACP. La différenciation, méme
importante, entre et au sein de ce pool sauvage algérien pour les caractéristiques quantitatives
est probablement due a la vaste zone géographique représentée, et donc a la grande
hétérogenéité des habitats rencontrées. Diverses études sur le genre Medicago L. ont révélé une
corrélation positive entre les traits morphologiques et les facteurs climatiques (Abdelguerfi et
Laouar, 1999; Al-Faifi et al., 2013; Zivkovi¢ et al., 2012).

Prosperi et al., (2006) lors de I'évaluation de la diversité morphologique et agronomique
des ressources génétiques sauvages de Medicago sativa L. en Espagne ont trouvé de faibles
corrélations significatives entre les deux ensembles de variables (morphologie et bioclimat) et
ont remarqué que les caractéristiques environnementales qui influencent davantage les traits
phénotypiques du naturel les populations étudiées étaient les précipitations estivales et la
latitude.

La structuration de populations naturelles de M.truncatula selon des facteurs

¢cogéographiques traduit I’existence de structures génotypiques bien adaptées a des conditions
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¢cologiques locales. Le faible taux d’allogamie que représente cette espéce permettrait de
maintenir des recombinaisons génétiques contribuant & des adaptations particulieres aux
différentes conditions du milieu (Baatout et al., 1990). Cette structuration des populations
naturelles de M. truncatula, selon certains facteurs écologiques du milieu d’origine, rappelle
celle observée chez les populations algériennes (Si Ziani & Abdelguerfi, 1995). Ce résultat a
été également observé chez d’autres especes fourragéres en Afrique du Nord : Medicago spp.
(Cremer-Bach, 1992), M. ciliaris et M. intertexta (Cherifi et al., 1993), M. polymorpha
(Abdelkefi et al., 1996), Hedysarum spinosissimum (Baatout et al., 1991) et Atriplex halimus
(Haddioui & Baaziz, 2001 ; Abbad et al., 2004).

Badri et al., (2007), pour leur part, ont également trouvé des corrélations entre les

caractéres quantitatifs et les facteurs écogéographiques des sites d’origine.

L’analyse du polymorphisme morphologique est souvent accompagnée de 1’étude du
polymorphisme isoenzymatique ou moléculaire (Ballve et al., 1997 ; Moore, 2001).Les
marqueurs microsatellites sont connus pour présenter des taux de mutation éleves, et devraient
donc révéler des quantités de polymorphismes, en particulier lorsqu'ils sont utilisés au niveau
des especes. Ils permettent de selectionner les caractéres souhaités en fonction du génotype et
peuvent donc compléter et accélérer les programmes de sélection végétale. De plus, les
marqueurs avec un grand nombre d'alleles sont informatifs pour les études de population
(Ronfort et al., 2006).

La technique SSR, dans des conditions d'amplification adaptées de I’ADN, permet de
fournir rapidement une masse de produits fiables trés informatives, avec des profils

reproductibles et tres polymorphes (Prevost et Wilkinson, 1999 ; Haouari et Ferchichi, 2004).

Nous avons analysé les données de génotypage par marqueurs SSR de 28 accessions
(génotypes) appartenant a I’espéce M. truncatula. Pour le choix des marqueurs SSR nous
sommes référées aux travaux de Medoukali et al., (2015), selon lesquels on pouvait avoir des

marqueurs moléculaires, utilisés dans la cartographie génétique de M. truncatula.

Toutes les accessions étudiées ont montré un polymorphisme intraspécifique intéressant
basé sur les deux marqueurs SSR, ce qui n'est pas surprenant car les especes annuelles de
Medicago sont autofécondantes et on sait que l'autofécondation diminue le flux génétique et

augmente par conséquent la différenciation locale entre les populations (Charlesworth, 2003).

45



Résultats et discussion

L’importance des marqueurs SSR étudiés est démontrée par la topologie du
dendrogramme basé sur le coefficient de Jaccard qui variait de 0,00 & 0,714 avec une moyenne
de 0,375, cette large gamme d’indices de dissimilarité refléte un haut degré de polymorphisme
entre les accessions de M. truncatula.

Selon Pollak (1987) in Siol et al., (2008), I’autogamie réduit la variance intra population,
car la consanguinité réduit 1’efficacité des recombinaisons génétiques (Nordborg, 2000 in Siol
et al., 2008). De plus, I’autogamie augmente la variance inter populations en raison du faible
taux de dispersion du pollen qui constitue I'un des facteurs les plus importants pour
I’augmentation des flux géniques entre plantes. Des études sur les allozymes et les marqueurs
moléculaires ont confirmé qu’un taux ¢élevé d’autofécondation est associ€ a un faible taux de
variation intra population et a un taux elevé de variation inter populations comparé aux especes
allogames (Hamrick et Godt, 1990 in Siol et al., 2008 ; Schoenen et Brown, 1991 in Siol et al.,
2008).

Des études utilisant les différentes techniques de marquage (isozymes, ADN) ont révélé
que la variation des espéces autogames était essentiellement due aux variations entre sites alors
que celle des allogames pouvait contenir une certaine variation au niveau du méme site
(Andrews et al., 1998 in Nichols, 2005 ; Pakniat et al., 1997 in Nichols, 2005).

De plus, ’autogamie agit comme barriére de flux génétique entre populations voisines
présentes dans différents habitats. De ce fait, les genes favorables peuvent étre maintenus dans
ces cas. Selon Benett (1999) in Nichols, (2005), des habitats variables sont nécessaires pour le
maintien de la diversité génétique chez les autogames. Mais la variabilité des habitats est réduite

aux limites de destruction des especes (Venable et Brown, 1988 in Nichols, 2005).

En revanche, les études de Bonnin ont révélé une large diversité génétique au sein de
I'espéce autogame M. truncatula, entre les populations mais aussi a ’intérieur de certaines
populations (Bonnin et al., 1996. Bonnin et al., 2001). Cette grande diversité génétique entre
les populations pourrait s'expliquer par les niveaux élevés dautogamie chez M. truncatula,
Selon Hamrick et Godt (1990). Les espéces a autogamie prédominante peuvent garder des

niveaux de polymorphisme a l'intérieur des populations (Cherifi,. 1996).

Pour Siol et al., (2008), il existe un peu plus de variation de population a population au
niveau de la diversité chez les espéces préférentiellement autogames que chez les especes

allogames. Ceci signifie que bien que le niveau de diversité génétique soit moyen a faible chez
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les espéces autogames, certaines populations peuvent receler un taux élevé de diversité

génétique.

Cependant I’étude de Badri et al., (2003), a mis en évidence une importante variabilité
intraspécifique par I’utilisation de 7 marqueurs SSR chez des populations annuelles appartenant

a deux espéces du genre Medicago (M. truncatula et M. laciniata).

Une autre analyse de la variabilité intraspécifique chez des populations prennes
appartenant a I’espéce M. sativa par I'utilisation de 2 marqueurs SSR a démontré I’existence

d’une variabilité génétique tres éleve (Petolescu et Nedelea, 2009).

Cui et al., (2013) trouve qu’il existe une association positive entre des caractéres
morphologiques et les microsatellites en relation avec I’origine des populations et leur tolérance
au froid. Tandis que Touil et al., (2008), en etudiant la diversité génetique, chez des populations
cultivees de M. sativa L., montrent qu’il n’y a pas une corrélation entre marqueurs SSR et

I’origine géographique des populations.

Par contre Bagavathiannan et al., (2010) en investiguant la diversité génétique de
certaines populations de Luzerne naturelles et cultivées, ne trouve pas de corrélation entre les

variables phénotypiques et les marqueurs SSR utilises.
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Conclusion Générale et perspectives

Ce travail de recherche avait pour objectif, d’apprécier la diversité existante au sein de
I’espéce M. truncatula par des marqueurs morphologiques et moléculaires sur 28 échantillons

recueillis dans diverses conditions éco-géographiques dans le nord de 1’ Algérie.

Sur le plan moléculaire, nous avons réalisé la méthode de Doyle et Doyle 1990, afin
d’extraire I’ADN a partir des feuilles de plantules. Une PCR suivi d’une électrophorése sur gel
de polyacrylamide, en utilisant des microsatellites ont été effectuées. Pour les caracteres

morphologiques ont été mesuré manuellement par un cadran-micrométre.

L’analyse des données de diversité morphologique et moléculaire de M. truncatula, nous
a permis de :

- Réaliser une analyse en composantes principales, une grande dispersion des individus
dans le plan défini par les deux composantes principales montre que la majorité des caractéres
biométriques ont contribué a la discrimination des 28 accessions de M. truncatula étudiées. Ces
caracteres ont subdivisé les populations en deux groupes : un groupe incluant les populations
avec des valeurs élevees de caractéristiques morphologiques et un second groupe incluant les
populations caractérisées par des valeurs de caractéristiques morphologiques intermédiaires a

faibles.

- Noter des corrélations hautement significatives entre les caracteres biométriques et les
parametres écologiques. Ces caracteres utilisés en biométrie sont essentiellement polygéniques
et concernent des niveaux phénotypiques complexes accessibles aux influences du milieu, ainsi

qu’a la sélection.

- Conclure une diversification génétique observable entre populations de M. truncatula

échantillonnés dans des conditions éco-géographiques trés diverses.

- Définir ’apport des marqueurs moléculaires, en particulier PCR-SSR, dans 1’évaluation

de la diversité génétique de ’espéce M. truncatula.

- Détecter les différences au niveau des électrophoregrammes obtenus révélés par les deux

amorces AFct32 et Afcttlchez les différentes accessions étudiées.

- Répertorier 18 bandes SSR a travers toute la collection avec des mobilités et fréquences

trés variables, dont 14 sont polymorphes.
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- Effectuer une caractérisation phylogénétique des différentes accessions étudiées par une
classification hiérarchiqgue en UPGMA, c¢a nous a conduit a constater la présence d’une
corrélation entre le regroupement des accessions selon le polymorphisme des microsatellites,

et les facteurs climatiques et géographiques des régions d’origine de chaque accession.

- Une différenciation génétique est révélée avec un flux génique élevé, laisse suggérer
que ceci, en plus des facteurs naturels et anthropiques, contribue dans 1’organisation de la
structure génétique de I’espéce: certaines populations éloignées se sont regroupées
génétiquement, tandis que des populations plus proches divergent de maniére significative, due

a I’effet de I’hétérogeénéité climatique, €daphique et géographique.

Nous avons pu démontrer que les populations Algériennes de M. truncatula sont un
matériel de choix pour faire de la biologie intégrative, c’est a dire mettre en parall¢le la biologie
de la plante, son environnement, sa génétique et sa genomique afin de comprendre comment

les plantes fonctionnent et permettre d’identifier des génes d’intérét.

Enfin comme perspective, d’autres approches et d’autres méthodes seraient nécessaires

et complémentaires a cette étude :

- Mieux apprécier cette diversiteé et confirmer les résultats obtenus.

- L’utilisation d’autres marqueurs morphologiques et moléculaires devrait permettre de
mieux comprendre la structuration de la diversité genetique et le réle des facteurs écologiques
dans la différentiation de cette espéce Algérienne, ce qui peut donner une indication sur le

modeéle d’évolution appliqué aux accessions étudiées dans leurs conditions environnementales.

- Approfondir les connaissances sur cette espece pour une meilleure valorisation dans les

domaines de I’écologie, agriculture, industrie et médicale.
- Essayer de comprendre les mécanismes d’adaptation de ce groupe de plante.

- Elargir le champ d’application des microsatellites, et étudier d’autres genres et d’autres

especes pour la préservation de la diversité biologique et des ressources génétigues.

- Elargir les stations de collecte des échantillons de cette espéce a travers toutes les régions
de sa répartition en Algérie, avec une récolte exhaustive de données utiles telles que les données

climatiques et édaphiques.
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- Essayer de corréler cette diversité morphologique et moléculaire avec d’autres

marqueurs.

- Comparer les résultats d’analyse génétique de M. truncatula en Algérie a ceux des autres
pays méditerranéens afin de construire un arbre phylogénétique global permettant d’élucider
les relations généalogiques et de découvrir les processus évolutifs de cette espéce.
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ANNEXES

ANNEXE 1. Protocole de germination

-Mettre les grains dans 5 volumes de 1’acide sulfurique (H2SO4), concentré pendant 8§ min

avec une agitation intermittente.

-Mettre les grains dans 5 volumes de 5% de sodium hypochlorite pendant 3 min
-Décanter 1’eau de javel sous des conditions stériles (haute a flux laminaire).
-Rincer les grains par de I’eau distillée stérile 6 a 8 fois.

-incuber les graines pendant 1 heure dans le dernier ringage.

-une fois gonflée, elles sont déplacé sur du milieu agar (7g/1) (6.7% d’agar) et incuber a 4°c

pendant 3jours, puis a 14°c pendant 24 heures a I’abri de la lumiere.



ANNEXES

ANNEXE 2. Extraction de PADN
D’aprés la méthode de Doyle et Doyle 1990.

Préchauffer le tampon CTAB 2X additionné de Beta-mercaptoéthanol dans un bain
marie & 65 °C.

Broyer le matériel végétal (environ 150 mg) dans un mortier avec ’azote liquide
(manipuler avec les gants)

A T’aide de spatule, transférer le broyat dans un tube a vis (mettez les tubes contenant le
broyat dans 1’azote liquide, bien fermer les tubes)

Ajouter 900 pL de tampon CTAB 2X additionné de Beta-mercaptoéthanol préchauffé
a 65 °C.

Homogénéiser au vortex et incuber 60 min dans un bain marie a 65 °C avec agitation.
Centrifuger 15 min a 10 000 rpm a 4 °C.

Récupérer le surnageant (= 800 pL) dans un nouveau tube d’eppendorf de 2 mL (stocker
le culot a 4 °C a I’abri de la lumiere).

Ajouter 800 pL (1vol) chloroforme/Alcool isoamylique (24 :1)

Agiter pendant 45 min a vitesse lente (100 a 150 rpm) sur une table d’agitation (faire
attention aux fuites).

Centrifuger 15 min a 10000 rpm a 4°C.

Récupérer la phase aqueuse supeérieure a I’aide de micropipette P1000 et la mettre dans
un nouveau tube d’eppendorf. (Eviter de prendre la couche blanche au milieu).

Pour un meilleur résultat, repéter cette la derniére étape :

Ajouter 800 uL (1vol) chloroforme/Alcool isoamylique (24 :1). Agiter pendant 45 min a
vitesse lente (100 a 150 rpm) sur une table d’agitation (faire attention aux fuites).
Centrifuger 15 min a 10000 rpm a 4°C. Récupérer la phase aqueuse supérieure a I’aide de
micropipette P1000 et la mettre dans un nouveau tube d’eppendorf.

Ajouter 3 a5 pul de RNAse A (10 mg/ml), agiter par inversion et incuber 30 min a 37 °C.
Ajouter 540 ul (2/3 Vol) d’Isopropanol froid (-20°C)

Inverser les tubes doucement jusqu’a I’apparition d’une pelote blanche.

Laisser précipiter a -20 °C pendant 5 a10 min.

Centrifuger 10 min a 10000 rpm a 4 °C.

Eliminer le surnageant tres délicatement (a I’aide de micropipette)

Ajouter 500 ul de Solution de lavage 1.

Incuber pendant 15 min a température ambiante.

Centrifuger 5 min a 10000 rpma 4 °C

Eliminer le surnageant et ajouter 500 pl de solution de lavage 2.

Ne pas incuber plus de 5 min

Centrifuger 5 min a 10000 rpma 4 °C

Eliminer le surnageant et sécher I’ADN a I’air libre pendant 10 a 20 min.

Suspendre le culot d’ADN dans 100 pl de TE 0.1X

Stocker I’ADN pendant une nuit a 4 °C avant dosage.
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Solutions et tampons
Tampon CTAB 2X (pH 8) (Stocker a température ambiante)

- CTAB 20 g 2 % (p/v)
- Tris de base 12.11 g 100 mM
- Na; EDTA 7.44 g 20 mM

- NaCl 81.8 g 1.4 M
-PVP 40 10 g 1% (p/v)
- H20 up Qsp1l L

- Commencer par dissoudre le CTAB a la chaleur (50°C) dans 800 ml d’eau up, puis
ajouter dans I’ordre les autres produits.

- Ajuster le pH a 8.0 avec I’'HCI 1 M, puis compléter le volume a 1 litre.

- Stériliser 15-20 minutes a I’autoclave a 120°C.

Chloroforme/Alcool isoamylique (24 :1)
Pour 25 ml : Ajouter 24 ml Chloroforme + 1 ml Alcool isoamylique

Tampon de dissolution d’ARNase

- Tris 0,12 g 10 mM
- NaCl 0,88 g 15 mM
- H.O up Qsp 1 L

- Mettre sous agitation dans 900 ml d’eau up.

- Ajuster le pH a 7.5 par addition d’HCI puis compléter au volume final avec I’eau ultra
pure.

- Aliquoter en bouteilles et stériliser 20 min a 120°C.

- Stocker a tempeérature du laboratoire.

RNAse A (10 mg/ml)

- Dissoudre 100 mg de RNAse A dans 10 ml de ce tampon de dissolution.
- Aliquoter en tubes vissables de 2 ml

- Traiter 15 min & 100 °C au bain marie

- Laisser refroidir a température du laboratoire

- Stocker au congeélateur a -20 °C.

Solution Lavage 1

- Acétate de 1.6 g 200 mM
Sodium
- Eau distillée 24 mL

- Dissoudre I’acétate de sodium avant d’ajouter I’éthanol
- Ethanol 100 % Qsp 100 mL

TE 1X (pH 8)

- Tris de base 0.12 g 10 mM
- Na2 EDTA 0.04 g 1 mM
- H20 up Qsp 100 ml

- Ajouter de I’'H20 up jusqu’a 90 % du volume
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- Ajuster le pH a 8.0 avec I’HCI fumant.
- Compléter le volume.
- Stériliser 15-20 minutes a I’autoclave a 120 °C.
Stocker a température ambiante.
Les concentrations mentionnées correspondent aux concentrations finales.
Remplir une fiche solution en notant toutes les informations disponibles. Noter date, nom
du produit et numéro du lot de la solution sur le flacon.
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ANNEXE 3. CONTROLE DE QUALITE « Electrophorése sur gel d’agarose »
Préparer un gel d’agarose 0.8% dans du TBE 1X
Déposer 5 uL (soit 500 ng) de chaque échantillon
Faire migrer ’ADN 15 min. a 100V
Colorer le gel d’agarose 10 min. dans une solution BET a 2 pg/mL
Attention : le BET est un mélange puissant, respecter les consignes de sécurité et
travailler avec des gants
Prendre une photo du gel sous UV
Attention : les UV peuvent causer des brulures graves, respecter les consignes de

sécurité
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ANNEXE 4. Protocole expérimental pour I’analyse de I’ADN par SSR

Préparer le mélange réactionnel (ou « Mix ») comme sulit :

- Eau pure stérile 6.5 pL
- Tampon 10X 3 pL
- MgCl, 25 mM 1.2 uL
- dNTP mix 10 mM 2.4 uL
- Amorces (sens et anti-sens) 10 uM 1.8 uL
- Taq (2.5 U) 0.3 pL
- ADN (50 ng/pL) 3 pL
Volume finale 20 pL

Réaliser ’amplification selon le programme suivant :

Etape Température °C | Temps Nombre de cycles
Dénaturation initiale | 95 5 min. 1

Dénaturation 94 45s

Hybridation 55 45s 35

Elongation 72 1 min.

Elongation finale 72 10 min. 1

Gel de Polyacrylamide a 8%

-Acrylamide-bisacrylamide (29 :1) 3.2 mL

-Tampon TBE 5X 2.4 mL

-Eau distillée 6.4 mL

-APS (10%) 200 pL

-TEMED 10 pL
Tampon TBE 10X

-Tris 108 g

-Borate 55 g

-EDTANa2 7.44 g

-Eau distillée Qspl L
Tampon de migration

-TBE 0.5X

Solution de révélation

-BET (2mg/mL) 100 pL

-Eau distillée 100 mL

ATTENTION : Le bromure d’éthidium (BET) est dangereux par contact, inhalation et
ingestion (agent mutagene), porter des gants doubles en latex ou des gants simples en
nitrile.
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Résumé

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de I’évaluation et de la valorisation des ressources
phytogénétiques d’intérét agronomique en Algérie. Notre étude a pour objectif la mise en
évidence d’une éventuelle variabilité génétique des microsatellites en utilisant les méthodes
d’amplification (PCR) accompagné par une électrophorese sur gel de polyacrylamide, ainsi de
la biométrie relative a 28 accessions de I’espéce M. truncatula, collectées dans différents sites
éco géographiques, qui couvrent une large gamme des étages bioclimatiques dans le nord
Algerien.

La variabilité des microsatellites a été analysée en se basant sur la matrice de présence et
d’absence des bandes. Leur fréquence a été calculée pour toutes les accessions des deux
amorces SSR. Les distances de Jaccard ont été calculées et des dendrogrammes ont été construit
selon la méthode agrégative UPGMA. Des matrices de distances génétiques entre les 28
accessions ont été elaborées également. Pour I’analyse morphologique, des analyses en

composantes principales (ACP) ont été effectuées.

Globalement, les accessions étudiées ont généré 18 bandes pour les deux amorces SSR,
8 bandes pour AFct32, et 10 pour AFcttl dont le nombre et les fréquences sont variables d’une
accession a l’autre. Parmi celles-ci, plusieurs bandes ont été partagées par deux ou trois
accessions, il y a quelques bandes spécifiques a certaines accessions. Le polymorphisme a été
souligné par la classification hiérarchique des accessions. En revanche, I’ACP montrent une
grande diversité genétique entre les accessions étudiés et marquent une certaine corrélation

écogeographique.

Mots-clés : Microsatellites, Polymorphisme, Algérie, M. truncatula, morphologie, PCR,

AFct32, AFcttl, ADN.
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Abstract

The present work is part of the evaluation and development of plant genetic resources of
agronomic interest in Algeria. Our study aims at highlighting a possible genetic variability of
microsatellites using amplification methods (PCR) accompanied by electrophoresis on
polyacrylamide gel, as well as biometry relating to 28 accessions of the species M. truncatula,
collected in different eco-geographical sites, which cover a wide range of bioclimatic stages in

northern Algeria.

The variability of the microsatellites was analyzed based on the presence/absence matrix
of the bands. Their frequency was calculated for all accessions of the two SSR primers. Jaccard
distances were calculated and dendrograms were constructed using the UPGMA aggregation
method. Genetic distance matrices between the 28 accessions were also developed. For

morphological analysis, principal component analysis (PCA) was performed.

Overall, the accessions studied generated 18 bands for the two SSR primers, 8 bands for
AFct32, and 10 for AFcttl whose number and frequencies vary from one accession to another.
Among these, several bands were shared by two or three accessions, there are some bands
specific to certain accessions. The polymorphism has been emphasized by the hierarchical
classification of accessions. On the other hand, the PCA shows a high genetic diversity among

the accessions studied and marks a certain ecogeographic correlation.

Keywords: Microsatellites, Polymorphism, Algeria, M. truncatula, morphology, PCR,

AFct32, AFcttl, DNA.
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composantes principales (ACP) ont été effectuées.

Globalement, les accessions étudiées ont généré 18 bandes pour les deux amorces SSR,
8 bandes pour AFct32, et 10 pour AFcttl dont le nombre et les fréquences sont variables d’une
accession a l’autre. Parmi celles-ci, plusieurs bandes ont été partagées par deux ou trois
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