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INTRODUCTION



Introdaaction

La flore d’Algérie est particulierement riche en espéces, la diversité de 1’Algérie en
climats et sols lui donne une place privilégiée pour la culture et ’exploitation des plantes. Un
trés grand nombre de ces espéces poussent a 1’état naturel et endémique, et certaines se
révelent d’une grande valeur agronomique, car elles sont utilisées comme fourrage pour le
bétail ou sous forme de plantes alimentaires, d’autres ont une application médicinale

(Amrani, 2006).

Les légumineuses (famille des Fabacées) sont juste derriere les graminées (Gramineae)
en importance pour I'homme en tant que source de nourriture, aliments pour bétail et matieres
premiéres pour l'industrie (Graham et VVance, 2003).Et aussi constituent un taxon végétal tres
important d’un point de vue biologique et écologique mais également agronomique et
environnemental. En effet, leur culture fournit depuis les débuts de 1’agriculture une source
essentielle de protéines pour 1’alimentation humaine et animale. Leur capacité a fixer 1’azote
atmosphérique génére un double intérét, économique par une moindre utilisation d’engrais

azotés de synthese, et écologique par une limitation des fuites azotées.

La diversité génétique a différents niveaux hiérarchiques d’organisations peut
grandement bénéficier a la biologie des populations et de 1’évolution. Cette discipline
contribue a un concept intégré de la conservation de la biodiversité. Ainsi, I’information
génétique est devenue un outil important pour I’étude de la wvariabilité génétique, et
aussi pour la biologie de la conservation, au méme titre que les considérations écologiques et
économiques. Et pour maintenir cette diversité genétique (intra et interspécifique) il
est nécessaire de décrire la diversité actuelle a I’intérieur et entre les populations des

différentes espéces de plantes.

Le présent travail porte sur une espéce annuelle diploide (2n = 16) du genre Medicago :
Medicago truncatula.Cette espéce, préférentiellement autogame (Lesins et Lesins,1979),
poussent spontanément en Algérie, dans des étages bioclimatiques allant de I’humide a I’aride
supérieur. Elles constituent d’excellentes plantes de pature, et semblent tolérer la salinité
(Rouz, 1991). En plus cette espéce est utilisée en tant que modele pour les études de
génétique et biologie moléculaire. Le cadre d’analyse apporté par un modele de prévision des
levées doit fournir un ensemble de parametres pertinents sur le plan agronomique, pour
décrire cette espéce et sa variabilité génétique, ainsi que 1’impact de cette diversité sur le

résultat des levées dans différentes conditions de semis.



Introdaaction

La connaissance des propriétés physiques des grains des produits agricoles, est
importante dans la fourniture de données techniques essentielles pour la conception et le
développement des machines, des structures et de I’équipement pour la manutention, le

décorticage, le traitement, le transport et le stockage des produits agricoles.

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail est d’évaluer la variabilité génétique entre des
accessions de M. truncatula, collectées dans différentes régions écogéogaphiques représentant

le Nord Algérien, et cela en se basant sur les propriétés physiques de leurs grains.

Le présent travail est structuré en trois parties. A partir d’une revue
bibliographique, une premicre partie fait tout d’abord le point sur la présentation de la famille
des légumineuses, avec une présentation de genres Medicago et I’espéce M. truncatula et.
Ensuite, un apercu sur la diversité genétique, son intérét et son étude par les

marqueurs génétiques est développe.

La deuxieme partie décrit le matériel végétal ainsi que les méthodes utilisées
pour la réalisation de notre objectif.

La troisieme partie décrit les étapes suivies dans 1’exploitation des résultats ainsi
que leurs discussions. Une conclusion générale et des perspectives sont données a la fin du

mémaoire.



REVUE

BIBIOGRAPHIQUE



REVUF BIBIOGRAPHIOUF

1. Généralités sur les légumineuses

Les légumineuses (Fabacees) représentent un groupe de plantes a fleurs
dicotylédones,est la troisieme superfamille par ordre d’importance chez les angiospermes,

sont les plantes dont le fruits et contenu dans une gousse.

Elles comprennent plus de 750 genres et 17 000 a 20000 espéces, des plantes herbacées
annuelles que des plantes ligneuses, elles colonisent aussi bien les régions tempérés ou
arctique du globe terrestre. Cette famille présente une importance économique majeure, Elles
sont aussi considérées comme une excellente source de fourrages, d’engrais verts (luzerne,
trefle, sainfoin), bois (palissandres), aliments (soja, haricot, arachides) , Elles produisent un
grand nombre de substances toxiques et médicales en raison de la présence de
certainsalcaloides (Unesco, 1960),horticoles (mimosas) ou de colorants (indigo).Caractérisés

par une large diversité, et dominés par les especes ligneuses et vivaces.

Cette famille est repartie en 3 sous-familles en se basant, principalement, sur les
différences morphologiques de leurs fleurs (Allen et Allen, 1981) :

» Sous-famille Caesalpiniodeae avec une fleur pseudo-papillonacée.
» Sous-famille mimosoideae avec une fleur réguliére.
» Sous-familles fabiodeae ou papilionoideae (Figure 01) avec une fleur typique

en papillon.

Toutes ces familles peuvent contracter une symbiose avec une bactérie du genre rhizobium,

pour permettre un acces privilégie a 1’azote de 1’air.
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Tribu Genre Espizces
Lens L. caeimearris (lentil)
~Vicea Vicia ¥. joha (faba bean)
. Pisum P sarivam (garden pea)
_[I'r'ltllll:l‘:l.ﬁ M officinalis (sweet clover) lgumineuses de
L Trifobeae—y —Trifolium T pratense (red clover) saison fraiche
e M sative (alfalfa) (Galegmd)
R I.l-il'. IFHRCantila
s [ T e . erietinum {chickpea)
—Ll:rtm—'l olus L.Jﬂ-ﬂ'"-'ﬂ'i.m'l
Phasenlus P yulgaris {common bean)
] l&gurnineuses de
Vigna ¥. radiata {mung bean) e

e P s Glyeiné G s {soybean) {Phﬂm&'i‘d}
Cajamus  C cojon (pigeonpea)
Papilionoideae

Figure 1: Classification de la famille des Papilionoideae (Zhu et al. 2005)

Par cette symbiose, les plantes de ces familles s’affranchissent de la teneur en azote dans le
sol. Ainsi ces plantes sont capables de s’adapter a des sols trés pauvres, et trés dégradés, ces
plantes ont donc un rble améliorateur des sols, en plus d’un intérét alimentaire (Singh et
Jauhar ; 2005)

Les graines de légumineuses sont plus riches en protéines mais moins en glucides que
les graines de céréales (Tableau 01) : on distingue les especes 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 Iégumineuses fournissent pour I’Homme environ le 1/3 des protéines alimentaires.
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Tableau 01 : Composition des réserves de quelques graines d’espéces cultivées. D’aprés

Bewley et Black (1994).

Composition moyenne en %

Céréales Protéines Huiles Carbohydrates (amidon)
Orge 12 3 76
Mais 10 5 80
Avoine 13 8 66
Seigle 12 2 76
Blé 12 2 75

Légumineuses

Haricot 23 1 36
Petit pois 25 6 52
Arachide 31 48 12
Soja 37 17 26

2. Présentation générale du genre Medicago
Medicago (les luzernes) est un genre de plantes dicotylédones de la famille des
fabaceae (légumineuses), sous-famille des fabiodeae, originaire de I’ancien monde, qui

comprend une centaine d’especes acceptées.

Ce sont des plantes proches des tréfles, annuelles ou vivaces, le plus souvent herbacées
(parfois aussi de petits arbustes comme Medicago arborea), a feuilles trifoliolées, dont
plusieurs espéces sont cultivées comme plantes fourrageéres. La plus connue est la luzerne
cultivée (M. sativa), mais on trouve, notamment en région méditerranéenne, beaucoup
d’autres luzernes. Elles sont le plus souvent a fleurs jaunes et de petite taille, trés proches les
unes des autres ; elles se distinguent par la forme de leurs fruits ou de leurs stipules. Les fleurs

sont groupées en racémes a I’apparence de capitules.
Les fruits sont des gousses se présentant souvent sous une forme spiralée.

Le nom scientifique du genre n’est pas li¢ a ses propriétés médicales, mais au fait que,
selon théophraste, la luzerne serait originaire de Medie (région allant du Nord-Ouest de 1’Iran
a 1’Azerbaidjan) cela remonterait a plus de 9000 ans (Théophraste, 1989). Quant au nom
vernaculaire, il est emprunté a I’occitan luserna, qui désigne aussi une petite lumiére ou le ver

luisant, en raison de I’aspect brillant des graines de la plante.

5
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Elle portait alors le nom de Medicaherb a «’herbe de Médie »>, devenu plus tard le nom
du genre : Medicago (Messioughi, 2010). Le nom anglais et espagnol alfalfa proviendrait du
nom arabe al-fac-fagah, qui signifie « le pére 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)
2.1. Taxonomie et génétique

Le genre Medicago regroupe de nombreuses espéces de plantes proches des genres
Trifolium, Melilotus et Trigonella appartient a [’ordre des Fabales, superfamille des
Iégumineuses, famille des Fabacées et sous-famille des papilionoideae, Cette derniére famille
est de loin la plus abondante, avec plus de 1200 espéces ( Négre, 1959 ; Heyn, 1963 ; Lesin,
1979 ; Small et Jomph, 1989). Il représente 56 espéces annuelles et pérennes, plus une seule

espece arbustive répertoriée Medicago arborea.

Le genre Medicago a été classé en 4 sous-genres par Lesins et Lesins (1979) sur la base de la
morphologie des gousses et des graines : Lupularia, Orbicularia, Spirocarpos et Medicago

( Figure 02)

Genre Medicago
Sous-genre Sous-genre Soun-genre -
Lupularia Orbicularia Medicago Sprocar;
Falcago Pachyspirac
y 4 1
= ™ & ™ x mom e 2x
- B EE=SS 20 S :
: E o RE3EEsS
Falcatae S S SBEECES
o= s S=2¥E®
1 S . “ ~ . -
et = : g8~ =
teS NS 2xetax ==X ES S
= = 2= - - -
SES88 : <
o REG
X=g548
-

Figure 02 : Taxonomie du genre Medicago (Small et Jomphe, 1989).

Quatre nombres chromosomique 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 représentent la majorité des espéces tétraploides (2n = 4x = 32) et hexaploides
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(2n = 6x = 48) (Quiros and Bauchan 1988). Les formes annuelles 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, obovées, largement
ou étroitement obovees, elliptiques ou obcordées 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 I’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 especes, le pédoncule est soit inferieur soit égal au
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 spiralee
(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 dediverses 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 épines de nombre
variable et inserées selon des angles différents. Dans chaque tour de spire on trouve des

graines d’un nombre, de taille et de couleur variables (Heyen; 1963).
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2.3. Aire de repartition du genre Medicago :
Les luzernes annuelles ont parfois des distributions trés limitées. Certaines espéces
étant endémiques, lors que d’autres sont colonisatrices. Une étude plus précise de la
distribution des espéces a eté faite a partir des prospections de matériel spontané entreprise

depuis de nombreuses années sur I’ensemble du bassin méditerranéen(Prosperi et al., 1993)

Selon (Lapeyronie 1982),La plupart des especes de Medicago sont originaires du bassin
méditerranéen (le sud de I’Europe, 1 > Afrique du Nord, le proche Orient), certaines ont éte
introduites en Amérique du Nord, en Australie 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 (Halmi, 2010).

XIX siecle, les luzernes (les espéces du genre Medicago) ont conquis 1°
ensemble de la zone méditerranéenne, 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 (Halmi, 2010).

Les luzernes s’accommodent des sécheresses périodiques, elles sont adaptées a tous les

types de sols qui ne sont pas trop humides (Halmi, 2010).
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Figure 03 : Distribution géographique du genre Medicago dans le monde
(Prolea, 2002).
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2.4.Espéces du genre Medicagorencontrées en Algérie

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

pérennes (Hireche, 2006).

Tableau 02 : Especes annuelles et pérennes du genre Medicago rencontrées en Algérie
(Hireche ,2006)

Espece Caractéristique et aire de répartition en Algérie

M. sativa Plante vivace rencontré un peu partout

M. falcata Plante vivace tres résistante au froid

M. lupilina Dite lupuline ou minette : plante annuelle ou bisannuelle

M. scundiflora 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. orbicularis Plante annuelle du paturage de tell

M. echuris Rencontreé surtout dans les paturage et prairies du tell a sol semi salin

M. ciliaris Plante annuelle trés commune dans le tell

M. truncatula Plante annuelle, elle est abonde sur les dunes et les littoral et de
I’intérieur elles constituent des paturage de bonne qualité

M. littoralis Plante annuelle comme dans tout le territoire algérien

M. murex Plante annuelle, est souvent rencontré sur les sols pauvres

M. minima Plante annuelle

M. arabica Plante annuelle

M. lanciniata Plante annuelle

M. hispida Plante annuelle

10
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En Algérie, parmi les especes les plus connues du genre: Medicago ciliaris et
Medicago intertexta. Constituent les principales ressources en légumineuses fourrageres
(Andre et Hubert, 1992; Laouar et Abdelguerfi, 2003; Hireche, 2006). Leur classification
n’est pas claire. En effet, selon la littérature ancienne et récente, quatre différentes
classifications attribuées aux deux taxa existent et sont rapportées par Laouar et Abdelguerfi
(2003) :

1-M. intertexta et M. ciliaris considérées chacune comme espece ( Battandier et
Trabut,1890; Julien, 1894; Quézel et Santa, 1962; Lesin et Lesins, 1979; Small et
Jomphe, 1989).

2-M. ciliaris est considérée comme une sous-espéce de M. intertexta(Bonnier 1927).

3-M. intertexta est considérée comme une sous-espéce de M. ciliaris (Jauzien, 1995)

2.5. Importance du genre Medicago

Etant une source trés riche en protéines végétales pour I'alimentation animale
ethumaine et ne nécessitant pas d'engrais azotés, la luzerne est 1’'une des plantes
lesplus cultivées au monde avec 32 millions d’hectares (Michaud et al., 1988).
L’utilisationla plus ingénieuse s’illustre dans le modele australien ou I’ensemble des espéces
annuelles dugenre Medicago cultivées constituent la base du systeme de production du
mouton. Cesespeces repérées empiriquement, les agriculteurs se sont dirigés vers la
rotation céréales luzernes afin de remplacer la jachere classique moins productive (Prosperi et
al., 1995).

3. Présentation de I’espéce d’étude M. truncatula
La luzerne tronquée (Medicago truncatula) est une espéce végetale herbacée des

régions méditerranéennes. Elle appartient a la famille botanique des Fabacées, plus

couramment nommées Légumineuses ou Papilionacées. (Doyle and Luckow, 2003).

11
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Figure 04 : La Luzerne tronquée Medicago truncatula.

3.1. Description botanique

La Luzerne tronquée (Medicago truncatula) est une plante annuelle herbacée ou
arbustive avec de fortes racines pivotantes pouvant atteindre 15 a 80 cm de long.
Ses petites fleurs jaunes de 5 a 8 mm portées sur un long racéme qui contient jusqu'a 20 fleurs
(Lapeyronie, 1982; Mathieu, 2003), donnent aprés autofécondation des gousses
cylindriques tres 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). Selon ces mémes auteurs,

M truncatula a un cycle de vie court qui varie de 2 a 3 mois.

12
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S

Figure 05 : Caractéristiques morphologiques de M. truncatula
Des feuilles, fleurs, gousses et graines (Gervais, 2010)

3.2. Position systématique

Regne :plantae

Division : Magnoliophyta
Classe :Magnoliopsida
Ordre :Fabales

Famille :Fabaceae
Sous-famille :Papilionoideae
Tribu :Trifolieae

Genre :Medicago

Espece :Medicagotruncatula

3.3. Aiire de répartition
Cette espéce est localisée dans la flore du pourtour méditerranéen et principalement
dans les zones de moyennes altitudes (relativement froides)(Abdelguerfi, 1978).
Medicago truncatula est utilisée internationalement comme modéle pour 1’étude génomique

des légumineuses d’intérét agronomique.
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Au cours de XIX siecle, Les luzernes ont conquit I’ensemble de la zone
méditerranéenne, ensuite elles ont envahi d’autres parties du monde, en particulier les
continents americain et australien. La culture de cette espéce est tres marginale dans le
pourtour méditerranéen. A 1’opposé, dans les systémes prairiaux australiens M. truncatula
occupe une place prépondérante avec plus de 4.5 millions d’hectares cultivés et

représente ainsi 1’espéce la plus cultivée parmi les médics (Nair et al., 2006).

La principale particularité des cultivars sélectionnés en Australie réside dans leurs

précocités et leurs adaptations aux conditions pédoclimatiques.

Les luzernes annuelles, ont fait 1’objet de nombreuses collections dans le monde. Un
total de 5700 populations naturelles de M. truncatula existe dans les collections
mondiales on remarque que 1’Algérie est le troisiéme pays, d’ou proviennent 14% des

ressources collectées.

14
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Tableau 03 : Distribution des populations de M. truncatula collectées dans différents
pays etcomposant les collections mondiales existantes. (Source : Medicago truncatula

handbook,version Novembre 2006).

Pays M.truncatula
Algérie 755
Tunisie 951
Maroc 209

Lybie 413
Egypte 2
Jordame 38

Isragl 296

Iran 3

Svyrie 3

Tiirk 30
Cyprés 424

Malta 6

Gréce 355

[talie 292
France 142

Spain 226
Portugal 110

Canarie &Medira 13
Turkmeénistan et Azerbaidjan 3
Russie 1
Est de I'Europe 7
Ethiopie 1
Amenque 3

Australie 612
Sud Afrique 17
Total 3632

3.4. M. truncatula plante modele

Medicago truncatula a été choisie comme espece modele par de nombreux laboratoires.
Au contraire de majorité des légumineuses, M. truncatula est bien accessible aux outils
moléculaires et aux analyses genétique (taille et complexité du genome) et biologiques
(difficulté a la transformation par Agrobacterium). Elle est donc adaptée a 1’é¢tude des
mécanismes biologique des grandes fonctions spécifiques aux Iégumineuses (Fatma et al,
2008).
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La capacité de Medicago truncatulaa 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 fonction méristématiques (Holmes et al, 2008)

De plus, elle présente une grande synthénie avec beaucoup de Iégumineuses cultivées
tels que le pois et la luzerne pérenne (Zhu et al., 2005), Permettant ainsi le transfert des acquis

sur cette plante modéle vers ces légumineuses

En raison de ces caractéristiques génétiques, de sa grand biodiversité naturelle, de la
facilité de sa transformation et de ce interaction avec des microorganismes symbiotiques et
pathogénes, Medicago truncatula a été choisie comme plante modéle au sien de la famille des

papilionacés (Djebali, 2008).

3.5. Intérét biologique

Dans cette plante on a des fleurs elle port des feuilles trifoliolées. Ses petites fleurs
jaunes de 5 a 8 mm 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). Selon ses méme auteurs, M truncatula a un cycle de vie court qui varie se 2 a 3
mois. C’est une espece prolifique puisque chaque plante produit 500 a 1000 graines. Elle peut
étre également multipliée aisément par bouturage. Cette espéce posséde un habitat variable.
Elle prédomine au niveau des stations seches, des sols lourds, marneux ou argileux. Comme
touts Iégumineuses sa principale caractéristique biologique et la fixation symbiotique de

I’azote atmosphérique.

Récemment, I’intérét fut focalisé sur M. truncatula comme systéme 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).

3.6. Intérét agronomique

Selon Prosperi et al.( 1993). La plus part des espéces annuelle de Medicago sont

originaire du bassin méditerranéen. Elle possede un intérét agronomique majeur pour la
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production fourragére en zone séche et pour la suppression ou la diminution de 1’épandage
d’engrais azotés. Leur intérét est étroitement li¢ a leur capacité a se ressemer naturellement
d’une année a une autre. Cette propriété peut aboutir a une installation pérenne adaptée aux
aléas climatiques des zones méditerranéens diminuant ainsi le phénomene d’érosion des sols
par ailleurs, de nombreuses espéces et sous-espéces de Medicago présentent aussi caractéres
d’intérét agronomique qu’il serait souhaitable d’introduire dans la luzerne cultivée, tels que la
tolérance au paturage (capacité d’enracinement et de repousse), la résistance a la sécheresse, a

la salinité et aux maladies
3.7. Intérét économique

Les especes annuelles du genre Medicago présentent un intérét économique trés
important. Ces plantes fourragéres sont souvent utilisées dans les systemes de rotation.
L’Algérie se trouve parmi les pays qui présentent un besoin réel en fourrage. Le
remplacement de la jachere par une culture fourragere sans doute assurera une meilleure
intégration de [1’élevage a l’agriculture. Hormis le rdéle de fixation d’azote
atmosphérique, ces espéces possédent un systeme racinaire trés puissant qui permet
’utilisation des éléments fertilisants sur une profondeur rarement atteinte par d’autres
cultures. La luzerne est considérée comme une culture améliorante de la structure et de

la texture du sol

3.8. Intérét génétique

M. truncatula présent plusieurs avantages qui la prédisposent aux études génétiques.
selon Blondon et al ( 1994) C’est une plante annuelle, diploide (2n=16), autogame, et elle
possede un génome faible taille de 5108 Pb, soit environ 4 x celui d’Arabidopsis.
C’est également une plante apte a la régénération par embryogenese somatique (Thomas et al,
1992 ; Chabaud et al, 1996) et a la transformation par Agrobacterium tumafaciens (Chabaud
et al, 2003).

Elle forme de petites graines permettant leur culture dans des tubes a essais. Le
partenaire bactérien de cette plante modele est le plus étudie parmi les bactéries rhizobiales et
le séquencage du genome de la souche de reférence de S. meliloti 1021 a été achevé (Capela
et al 2001).
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M. truncatulaa permis d’identifier un grand nombre de génes reliés a la symbiose dont
certaines ont déja été isolés, séquence et leur expression étudiée (Gamas et al. 1996 ; Ane et
al. 2002 ; Amor et al. 2003 ; Levy et al. 2004).

3.9. Intérét phytochimique

En plus de sa valeur en tant que systeme modéle pour les études sur la fixation
symbiotique de I'azote, M. truncatula est recemment devenue un organisme de choix pour la
dissection de voies complexes du métabolisme secondaire. (Chenggang et al., 2018). M.
truncatula produit de nombreux métabolites secondaires qui sont principalement distribués
dans les légumineuses, ce qui en fait une indispensable usine modéle pour des études sur ces
métabolites. En plus a leur r6le de composés antimicrobiens (Tanaka et al., 2002 ;
Mukneetal., 2011), et d’inducteurs de génes de nodulation rhizobiale (Kosslak etal., 1987 ;
Pueppkeet al., 1998), il y a une longue histoire d'intérét pour la biosynthése des
isoflavonoides répandus dans les Iégumineuses mais manguant dans les plantes modéles
Arabidopsis et riz (Dixon et al., 1999).

3.10. Intérét thérapeutique

Les isoflavonoides ayant des roles fonctionnels dans la maladie et les interactions
de défense dans les plantes (Dixon., 1986 ; Dixon, L.W., 2003 ; Weisskopfet al., 2006). lIs
ont également pertinence pour la santé humaine avec les isoflavonoides décrits comme
présentant des propriétés cestrogéniques, anti-angiogéniques, antioxydantes et anti-
cancerigénes (Dixon et al., 2002). Ainsi qu’étre impliqué dans la prévention des troubles

Post-ménopausiques et les maladies cardiovasculaires (Cornwell et al., 2004).

Les saponines d'origine végétale sont considérées faire partie des systemes de défense
contre les agents pathogenes et les herbivores. Les saponines ont également des
avantages potentiels pour la santé humaine, et les plantes contenant des saponines sont
utilisées depuis longtemps en médecine traditionnelle (Chenggang et al., 2018). Ils ont été
documentés comme possédant des propriétés antifongiques, antibactériennes, anti-
nutritionnelles et anti-insectes et contribuent au developpement des plantes et la défense
contre les agents pathogénes (Moses et al., 2014).Les saponines ont été signalé comme

causant des ballonnements, réduisant ainsi la digestibilité des protéines (Francis et al., 2002).
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4. Diversité naturelle Chez M. truncatula

Il existe une forte diversité génétique rendue accessible pour I’expérimentation grace,
principalement, a une collection de plusieurs centaines de populations naturelles
(principalement issues de France, Espagne, Portugal, Gréce, Maroc et Algérie) constituée a
I’INRA de Montpellier (Ronfort et al. 2006). En 2005, la collection de I’'INRA
(http://bioweb.ensam.inra.fr/multicrop) comprenait 833 populations et 944 lignées fixées. Sur
le long terme, la collection s’enrichira de 1 500 populations et de plus de 3 000 lignées fixées
(Nair et al. 2006). Une autre collection de 5 120 accessions de M. truncatula est disponible en
Australie, au centre de ressources génétiqgues SARDI (South Australian Research and
Development Institut) (http://www.sardi.sa.gov.au) (Ellwood et al. 2006). De telles
collections d’accessions permettent de conserver et mettre a la disposition de la communauté
scientifique une ressource génétique considérable bien que le nombre de collectes pour
certains pays méditerranéens soit faible (Ronfort et al. 2006).

Le criblage de ces ressources génétiques a réveélé une large diversité génétique et une grande
variation allélique au sein de cette espéce autogame entre populations mais aussi a I’intérieur
de certaines populations (Bonnin et al. 1996; Bonnin et al. 2001). L’étude des flux génétiques
permet de comprendre les mécanismes évolutifs qui expliquent le maintien de la diversité au
sein de populations trés autogames, et de déterminer comment cette diversité génétique est
organisée a I’intérieur d’une population spécifique, mais aussi entre populations (Jenczewski

et al. 2003).

Certaines de ces populations ont été analysées pour des caractéres phénotypiques liés a
des composantes agronomiques chez les Légumineuses cultivées. Des variantes naturels ont
été mis en évidence pour la reconnaissance symbiotique plante-Sinorhizobium ainsi que pour
des lignées présentant divers degrés de résistance ou de sensibilite a des champignons
pathogénes (Phytophtora medicaginis, Colletotrichum trifolii) et des nématodes (Meloidogyne
incognita, Ditylenchus dipsaci) (Tirichine et al. 2000; Moussart et al. 2007). Une grande
variation a été mise en évidence chez cing accessions de M. littoralis, 24 accessions de M.
truncatula et dans une population de lignees recombinantes pour les caracteres de date de
floraison, de morphologie (poids sec, nombre de tiges primaires et secondaires) et de
dynamique d’élongation des tiges (longueur, diamétre, vitesse d’élongation,...). Il est
également intéressant de noter que lors de cette étude, la date de floraison fut trouvee
négativement corrélée au diametre et a la longueur des tiges (Julier et al. 2007). Une autre

étude portant sur 700 lignées issues de 560 populations a montré une grande diversité pour la
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date de floraison (Delalande et al. 2004) Enfin, du matériel scientifique a été créé a I’'INRA
de Montpellier, 'INRA de Rennes, ’ENSAT et le CBBC de Tunis a partir de la diversité
naturelle : plus de 500 descendances F2, F3 et générations suivantes, et trois populations de
200 lignées recombinantes chacune, en génération F6 a F8. Trois grands themes de recherche
sont abordés : la résistance a I’aphanomyces, la résistance a différents stress et 1’étude de la

floraison.

5. Diversité genétique

La diversité génétique repose sur les variations de séquences d’ADN codantes (génes)
ou non codantes. Le changement de la séquence d’un géne peut éventuellement entrainer
une modification qualitative ou quantitative de son expression, et par conséquent de son
produit, la protéine, et in fine du phénotype de I’individu. La diversité génétique résulte donc
de I’ensemble des phénomenes de modification de I’ADN (mutations, recombinaison
sexuée) associé¢ aux effets de la sélection naturelle ainsi qu’a I’action de ’homme. Certains
facteurs notamment ceux liés a la reproduction ont fortement influencé la diversification
génétique en favorisant ou en limitant les flux de génes. Parmi les 3 genres botaniques
des agrumes : Poncirus, Fortunella et Citrus, ce dernier est le plus diversifié. Cette diversité
relativement Importante trouve sa source dans la compatibilité sexuelle interspécifique et la

polyembryonie.

La biodiversité de l'espéce M. truncatula est caractérisée par une forte variabilité
morphologique et génétique intra- et interpopulations et par une importante homozygotie

au niveau individuel.( Bonnin,1996)
6. Les 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 genétique 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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6.1. Les marqueurs morphologiques

Dans les programmes de sélection des plantes, les caractéres morphologiques sont
les premiers a étre observés. Ces caractéres intéressent diverses parties de la plante, par
exemple longueur des tiges, surface foliaire, initiation de la floraison (Cui et al. 2001 ;
Gomezet al.2004). Ces caractéres sont utilisés de méme pour estimer la variation intra-
et inter-populations. 1ls sont généralement limités en nombre de caracteres relevés et
directement influencée par 1’environnement. Néanmoins, ils fournissent des informations

utiles pour décrire et identifier le matériel biologique (Anderssonet al. 2006).
6.2. Les marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires sont largement utilisés dans le génotypage du
matériel végétal pour des divers objectifs. Les généticiens les utilisent pour marquer
des genes majeurs, cartographier des QTLs (quantitative traits loci) et étudier la
génétique des populations. Les sélectionneurs les appliquent pour caractériser et gérer les
ressources génétiques avec plusieurs especes de plantes par exemple longueur des tiges,
surface foliaire, initiation de la floraison, suivre des caractéres d’intérét dans  des
programmes d’hybridation, et identifier les variétés pour la certification et la protection

des obtentions.
En général, deux classes de marqueurs ont été identifiées :

> Les marqueurs co-dominants : de ce fait I’hétérozygote est distingué des deux
homozygotes, parmi ces marqueurs: RFLP, CAPS et SSRs.

> les marqueurs dominants: de ce fait 1’hétérozygote est identique a
I’homozygote, parmi ces marqueurs plusieurs sont basés sur la PCR: RAPDs, ISSRs et
AFLPs.

Chague type de marqueur repose sur une méthodologie qui va conditionner la nature
de l’information obtenue. Pour cela les marqueurs ont aussi été classés selon ceux dits
multialleliques (RFLP, SSRs), qui permettent de révéler une série de plusieurs alléles pour
chaque locus étudié, et ceux de type (RAPD, AFLP) qui permettent de réveler la présence ou
I’absence d’un seul alléle pour chaque locus, et cela simultanément pour un grand
nombre de locus, ce sont les marqueurs de type empreinte génétique, ou fingerprinting
(Grivet et Noyer, 1999, Cui et al., 2001; Gomez et al.2004).
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6.3. Les marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques ont été les premiers marqueurs utilisés pour étudier la
variabilité génétique en ceuvre (Harry, 2001). En 1966 deux avancées, [’une
conceptuelle et 1’autre technologique, ont permis d’appréhender pour la premiere fois la
variabilité génétique. En effet 1’étude des génes pouvait étre faite de fagon indirecte au
travers de 1’é¢tude de la séquence des acides aminés codés par ces genes, en partant du
principe que toute variation de la séquence d’acide aminé refléte une variation au niveau du
géne codant pour cette protéine. L’avancée technologique repose sur la mise au point de

I’¢lectrophorese des protéines (Harry, 2001).

Et aussi Les marqueurs biochimiques (protéines, iso enzymes...) sont des ¢éléments
génétiques issus de 1’expression biochimique des génes, apparus vers 1970, et sont
déterminés non seulement par les geénes mais souvent par 1’état de développement
physiologique ainsi que par 1’organe et le milieu ou il se trouve .Les marqueurs biochimiques
sont donc des moyens d’étude de facteurs génétiques et non génétiques parce qu’lls
permettent de détecter 1’influence de 1’environnement et du milieu sur le génotype et aident

donc & mieux différencier les populations.(medoukali, 2016)
6.3.1. Les marqueurs enzymatiques

Les marqueurs iso enzymatiques (nommés ainsi par market et moller, 1959)
définissent un polymorphisme de nature biochimique associe aux différentes formes alléliques
d’une méme enzyme. Chez plusieurs espéces cultivées, plusieurs marqueurs iso enzymatiques
ont contribu¢ a I’élaboration des cartes génétiques (Marchand, 1999). Le terme iso enzyme
englobe les multiples formes moléculaires d’une enzyme donnée, catalysant toutes la
méme réaction. Ces protéines des formes, des masses moléculaires ou de points isoélectriques
différents, résultent des variations dans la composition en acides aminés qui dépend elle-
méme de la séquence des nucleotides de leurs genes respectifs. Par consequent leur

mobilité électro phorétiques est différentes (Al Aoufir, 2001).
6.3.2. Les marqueurs protéiques

Les protéines consistent en un mélange complexe des protéines extractibles (variable
selon le protocole suivi) présente au moment du prélevement dans les tissus analysés (Prat
etal., 2006). La séparation électrophorétique des protéines solubles est largement exploitee

pour mettre en évidence les polypeptides caractéristiques d’un individu (Riousset, 2001)
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I’analyse de leur polymorphisme a constitué une nouvelle approche dans la classification des

individus et par 1a dans I’identification et la différenciation des organismes (Prat et al., 2006).

Les protéines de réserve représentent un outil macromoléculaire d’une haute
importance, en effet sont utilisées comme marqueurs biochimiques, en biotechnologie
végétale permettant ainsi : 1’identification des variétés et des especes végétales, 1’étude de la
variabilit¢ et du polymorphisme génétique inter et intra spécifique, 1’étude des
protéines donne un acces directe vers la génomique, ce qui permet de cibler les molécules et

les génes d’intérét.

7. Biologie de la graine chez Medicago truncatula

La graine est un des facteurs de dissémination des espéces végétales. Elle est
issu de reproduction sexuée allogame (fécondation croisée entre deux individus) ou
autogame (autofécondation). L’individu formé est donc différent de la plante mere.
Chez beaucoup d’especes, la reproduction végétative complete voire supplante la
reproduction  sexuée. Elle se fait alors a partir de tiges spécialisées (stolons de fraisier,
rhizomes de bégonia, tubercules de pomme de terre), ou bien de bulbilles, qui se développent
sur les cOté des bulbes (ail, oignon, tulipe...), ou enfin a partir de racines drageonnantes,
racine horizontales sur lesquelles se développent des tiges dressées (framboisier,
prunellier). En revanche, pour de nombreusesespeces annuelles, la graine est 1’unique
vecteur de propagation. C’est le cas notamment pour les plantes cultivées que sont le blé,
le mais, le soja... etc. La graine est constituée de plusieurs types de tissus d’origines
différentes : I’embryon, I’albumen et les téguments (Figure6). L’embryon et I’albumen sont
issus de la fécondation. L’embryon, qui représente 1’élément principal de la graine, est
totalement recouvert de I’albumen. Ce dernier constitue, chez les céréales, la zone de
stockage des réserves nécessaires au developpement de la plantule avant I’acquisition de
I’autotrophie. C’est le cas également pour certaines especes dicotylédones (graines
albuminées, ex : ricin) mais pour les autres, ce sont les cotylédons de I’embryon qui assument

ce role (graines exalbuminées).

A la périphérie de la graine, on retrouve les téguments, enveloppes protectrices plus ou moins

résistantes. Elles sont d’origine maternelle et dérivent des tissus de I’ovaire .
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La nature des réserves énergétiques varie selon les espéces. Elles peuvent-étre
glucidiques du type amidon, chez le riz par exemple, lipidiques (colza, tournesol...),
protéiques (luzerne), oléo-protéiques (arachide) ou gluco-protéiques (pois). L’intérét
nutritionnel ou industriel des plantes cultivées pour leurs graines réside dans leur
capacité a produire des substances de réserve. Beaucoup de travaux de recherche ont
pour objectif 1’amélioration de la qualité et de la quantité de ces réserves. La graine est alors
considérée comme un produit final et non comme une semence, point de départ crucial dans le

développement d’une nouvelle plante.

Axe
embromare

Embrycn

Confédon

Figure 06 : Structure de la graine de Medicago truncatula.
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8. Travaux sur Medicago truncatula

Dans le domaine de la recherche fondamentale M. truncatula a déja fait I’objet de
nombreux travaux de biologie moléculaire, qui ont permis d’identifier et d’étudier plusieurs
dizaines de génes impliqués entre autre dans I’interaction symbiotique avec Sino rhizobium
ou dans la symbiose endomycorhizienne. Beaucoup de travaux de recherches ont été réalisés

sur Medicago truncatula. Nous présentons quelques uns d’entres eu :

oL e chercheur Toby Kiers de 1'Universit¢ VU d'Amsterdam et ses associés ont
utilisé M. truncatula pour étudier les symbioses entre les plantes et les champignons. En
utilisant du carbone étiqueté pour suivre la source de nutriments circulant dans le systeme
mycorhize arbusculaire, les chercheurs ont prouvé que les plantes avaient en effet donné plus
de carbone aux espéces de champignons plus généreuses. En restreignant la quantité de
carbone que les plantes ont donnée au champignon, les chercheurs ont également démontré

que les champignons transmettaient plus de leur phosphore aux plantes plus généreuses.

e Une étude portant sur 54 populations de M. truncatula mises en essai dans
une région sub-humide et une région semi-aride a été faite par Siziani et Abdelguerfi
(2001) elle a permis d’étudier les liens entre la floraison et le développement végétatif
d’une part, entre la floraison et Daltitude et la pluviométrie du milieu d’origine des
populations d’autre part. Les résultats montrent que les liens entre la précocité de
floraison et l'altitude et la pluviométrie du milieu d'origine des populations different d'une
zone d'essai & une autre. En zone sub-humide les liens ont été bien établis. En zone semi-
aride seule la pluviométrie semble déterminer la précocité, il est donc intéressant d'associer
en plus de l'altitude, d'autres facteurs comme la température, la répartition annuelle de
la pluviométrie, la latitude, la longitude pour mieux distinguer les populations selon leur

provenance.

e [’¢tude de I’effet du déficit hydrique sur le développement et le rendement
fourrager chez quatre populations de Medicago truncatula (L.) Gaertn a été réalisé par
Chebouti et Abdelguerfi (2002). Les résultats obtenus montrent que le déficit hydrique a
causé des réductions importantes des différents parametres étudiés chez toutes les populations

de M. truncatula.
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Cette partie est consacrée a la description du matériel végétal utilisé dans la présente étude

ainsi que les techniques adoptées.
1. Matériel végétale

Notre recherche vise a estimer le niveau de la diversité génétique qui existe au sein de
M.truncatula appartient au genre Medicago.L. pour cela nous avons analysé des graines
matures de 24 accessions de cette espece, collectées dans différentes zones éco-géographiques
du Nord Algérien (figure 07).

L’avantage de cette collection est que les sites de collecte ont des climats différents et

sont soumis a diverses contraintes abiotiques (tableau 04).

Figure 07 : Localisations géographiques des 24 accessions de M.truncatula dans le

nord Algérien.
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Tableau04: Origines géographiques des 24 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°33'52,68"E 704 3,2 314 SH
Mt5  Constantine Chaabet ersas 584 36°20'20,08"N 6°37'27,04"E 624 33 32 SH
Mt6 Oum - 883 35°51'27,30"N 7°06'45,04"E 462 0,4 31,3 HH

Bouaghi
Mt8 Oum Ain fakron 1010 35°56'14,58"N 6°56'45,32"E 494 0,4 30,8 HH
Bouaghi
Mt9 Tipaza - 196 36°35'53,73"N 2°38'20,83"E 626 8,4 30,1 HH
Mt10 Bourdj - 907 36°04'00,12"N 4°41'18,44"E 368 1,6 334 SH
bouarriridj
Mt1l Bourdj Mansoura 504 36°11'48,42"N 4°27'00,50"E 409 3,1 32,6 SH
bouarriridj
Mt12 Bourdj air lacainzada 997 36°02'57,40"N 4°51'29,75"E 495 0,2 31,1 SH
bouarriridj 2000 m
Mt13 Bourdj - 984 36°04'21,92"N 4°38'52,93"E 420 1,2 331 SH
bouarriridj
Mt14 Bouira - 537 36°22'09,18"N 3°51'33,64"E 506 0,2 30,9 H
Mt15 Bouira Akhdaria 144  36°34'38,26"N 3°33'16,25"E 711 59 31,9 H
Mt16 Alger Mohamadia 3  36°44'21,62"N 3°0850,41"E 670 7,6 29,8 H
Mt17 Alger Ben Aknoun 172 36°44'00,09"N 3°01'33,28"E 762 6,9 284 HH
Mt18 Blida - 70 36°32'48,32"N 2°4823,72"E 791 7 30,9 HH
Mt20  Ain Defla 2 257 36°09'57,25"N 1°43'25,04"E 593 6 335 H
Mt21 Chlef - 135 36°14'45,30"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 19 321 H
Mt26 Sétif Eulma 1022 36°10'34,10"N 5°4527,03"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

Les caractéristiques de chaque site : ALT : Altitude, LAT : Latitude, LON : Longitude,
Pm : La pluviomeétrie moyenne ; Tm : La température minimale du mois le plus froid ;
TM : La temperature maximale, HH : Hyper-humide, H : Humide, SH : Subhumide,

SS : Semi sec.
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2. Analyse propriété physique des graines

Les propriétés des graines sont généralement déterminées par la teneur en eau (Dursun
et Dursun , 2005 ; Yalcine et ozarslan 2004). Dans cette étude, les variations de la teneur en
eau par rapport aux propriétés des semences n’ont pas été étudiées.

Neuf propriétés physiques des graines ont été étudiées sur 24 accessions de
M.truncatula Pour déterminer la taille moyenne, 10 graines ont été choisies au hasard pour
chaque accession, et trois dimensions lineaires a savoir : Longueur (L), Larguer (W), et
I’épaisseur (T) ont été mesurés a 1’aide d’'un micrometre a cadran avec une précision de 0.01
mm.

Le diamétre moyen des graines a été calculé a I’aide de la moyenne arithmétique et moyenne
géométrique des trois dimensions axiales.
Le diamétre moyen arithmétique (Da) et le diametre moyen géométrique (Dg) des graines ont

été calculés en utilisant les relations suivantes (Mohsenin, 1970) :

_L+WH+T

D
¢ 3

Dg = (LWT)'/3

La sphéricité (¢) des graines de M. truncatula a été calculée en utilisant 1’équation suivante

(Mohsenin, 1970) :

B l(LWT)1/3

x 100
]

La surface (S) des graines a été trouvée par analogie avec une sphere du diamétre géométrique
moyen, en utilisant la relation suivante (Sacilik et al, 2003; Tunde—Akintunde et Akintunde,
2004; Altuntas et al, 2005):

S =nDg?

Le volume unitaire (V) a été déterminé a I’aide de I'équation suivante (Mohsenin 1986):
V =@LWT)/6

Ou L est la longueur, W est la largeur et T est I'épaisseur, le tout en mm.

La masse de mille graines (WTS) a été déterminée a l'aide d'une balance électronique ayant
une preécision de 0,001 g. Pour évaluer la masse de mille graines, 100 graines ont été choisies

au hasard a partir de 1’échantillon global et ont ét¢ moyennées.
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3. Analyses statistiques

Les propriétés physiques ont été analysées par ANOVA a I’aide de MS-Excel 2013 et
une analyse des composantes principales (ACP) des neuf propriétés des graines a été elaborée.
Les relations phénétiques entre les accessions ont été évaluées par UPGMA (Unweighted
Pair-Group Méthode utilisant les moyennes arithmétiques) en se basant sur I’indice de
jaccard. ACP et Le dendrogramme UPGMA ont été réalisés a l'aide du programme XLSTAT
2014,
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Résullats et discussion

Notre travail vise a évaluer la variabilité génétique au sein de 24 accessions de I’espéceM.

truncatula, en se basant sur neuf propriétés physiques des graines. Les mesures et les calculs

réalisés sont présentés dans le tableau (05).

Tableau 05 : Donneées descriptives des propriétés physiques des graines de 24 accessions de

Mtruncatula.

N | Accessions | (L) =mm | (W) =mm | (T) =mm (L+z/|\3/;)T)/3 (Lg;]r;)llg (p) : (LWT)1/3/Lx100=% | n.Dg2 =mm?2 | (x.LWT)/6 =mm3 | WTS (g)
L W T Da Dg ) S Vv WTS
1 Mtl 341 1,76 1,00 2,06 1,82 53,29 10,37 3,14 4,04
2 Mt2 3,53 1,78 0,92 2,08 1,79 50,84 10,11 3,03 3,76
3 Mt3 2,82 151 0,82 1,72 1,52 53,72 7,21 1,82 2,18
4 Mt5 3,48 1,81 0,85 2,05 1,75 50,34 9,63 2,81 4,56
5 Mt6 3,32 1,93 0,82 2,02 1,74 52,29 9,46 2,74 3,71
6 Mt8 2,80 1,44 0,88 1,71 1,52 54,52 7,30 1,85 3,19
7 Mt9 3,68 1,83 1,03 2,18 1,91 51,82 11,42 3,63 4,96
8 Mt10 3,25 1,63 0,80 1,89 1,62 49,79 8,22 2,22 3,26
9 Mtl1l 3,39 1,77 0,89 2,02 1,75 51,50 9,57 2,78 3,98
10 Mt12 3,55 1,96 1,03 2,18 1,93 54,37 11,70 3,76 4,99
11 Mtl13 3,61 1,85 0,99 2,15 1,87 51,93 11,04 3,45 4,78
12 Mt14 3,08 1,62 0,84 1,85 1,61 52,28 8,14 2,18 3,34
13 Mt15 3,24 1,66 1,00 1,97 1,75 54,08 9,64 2,81 3,80
14 Mt16 3,27 1,68 0,96 1,97 1,74 53,29 9,54 2,77 4,27
15 Mt17 3,24 1,65 1,04 1,98 1,77 54,74 9,88 2,92 3,68
16 Mt18 4,04 1,99 1,04 2,36 2,03 50,29 12,96 4,39 5,66
17 Mt20 3,70 2,03 0,96 2,23 1,93 52,21 11,72 3,77 5,29
18 Mt21 3,75 2,03 0,96 2,25 1,94 51,75 11,82 3,82 4,94
19 Mt22 3,80 2,06 1,08 2,31 2,04 53,66 13,06 4,44 5,02
20 Mt23 4,14 2,14 1,02 2,43 2,08 50,26 13,59 471 6,53
21 Mt24 3,34 1,61 0,99 1,98 1,74 52,22 9,55 2,78 3,90
22 Mt25 3,79 1,97 1,05 2,27 1,99 52,42 12,39 4,10 511
23 Mt26 3,68 1,97 0,98 2,21 1,92 52,30 11,63 3,73 4,52
24 Mt27 3,31 1,68 0,83 1,94 1,66 50,30 8,70 2,42 3,91

1. Analyse de variance des propriétés physiques des graines

Les valeurs de la moyenne, de I’écart-type(S.D) et du coefficient de variation (CV) des

propriétés des graines étudiees sont présentées dans le (tableau 6). La surface de la graine (S)

s’est avérée la plus variable dans toute la collection (cv=3.16%), allant de 7.21mm? a

13.59mm? avec une moyenne de 10.36mm?. Suivie par le diamétre (¢) des graines avec un

CV de 2.1% et une moyenne de 22.26 mm ; et le poids de mille grains (WTS) avec un CV de

0.88%, fluctuant entre 2.18g et 6.53g avec une moyenne de 4.31g.
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Le plus faible CV(0.01%) a été enregistré pour I’épaisseur des graines (T), suivi par le (Dg)
avec un CV de 0.02%, et 0.04% pour (da) et (w) respectivement. Les autres propriétés ont

montré une variation marginale a travers toutes les accessions (tableau 06).

Tableau 06 : Moyenne, gamme, écart type et coefficient de variation des propriétés analysées

pour les 24 accessionsde M.truncatula

Propriétés Min Max Mean SD CV (%)
physiques

L (mm) 2.80 4.14 3.47 0.33 0.11
W (mm) 1.44 2.14 1.81 0.19 0.04
T (mm) 0.80 1.08 0.95 0.09 0.01
Da (mm) 1.71 2.43 2.07 0.19 0.04
Dg (mm) 1.52 2.08 1.81 0.16 0.02
¢ (%) 49.79 54.74 58.26 1.47 2.17
S (mm2) 7.21 13.59 10.36 1.78 3.19
V (mm?2) 1.82 471 3.17 0.81 0.66
WTS (g) 2.18 6.53 431 0.94 0.88

2. Analyse en composantes principales (ACP)

Afin de vérifier la relation entre les variables étudiées et les facteurs, une ACP (figure 08)
a été réalisé en considérant les propriétés physiques et huit facteurs (F1, F2, F3, F4, F5, F6,
F7, F8). La conception bidimensionnelle (2D) a été préparée en utilisant les deux premiers
axes qui représentent 95,987 de la variance totale, avec 81,17 et 14,887 pour les axes 1 et 2,

respectivement.

Les sept propriétés physiques :L, W, T, Dg, Da, S et V ont fortement contribué a la formation
de PC1 et ont montré des corrélations relativement fortes entre elles, en particulier entre Da,
Dg, SetV.

La sphéricité (¢) de la graine a contribué principalement a la formation du PC2 et a montré
des corrélations négatives avec les autres propriétés de la graine, sauf avec ladeuxieme et

troisieme dimension axiale de la graine (W et T), qui ont montré des relations faibles.
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Figure 08 : L’analyse en composante principale des caracteres physiques et leur relation avec

les facteurs 1 et 2.

3. Analyse des liaisons inter-caractéres

La matrice de corrélations (tableau 07) a révélé des corrélations significatives entre les
différents caractéres quantitatifs étudiés, a 1’exception de ¢, qui a été négativement corrélée
avec toutes les autres caractéristiques. A titre d’exemple, la longueur des gousses (L) a
présenté une corrélation positive hautement significative avec la largeur (W) des gousses
(r=0,916), la moyenne géométrique (Dg) (1=0,958), le poids d’un millier de graines (WTS)
(r=0,937), la surface (S) et le volume (V) des graines (r=0,957 et 0,955 respectivement). Mais

négativement corrélée a la sphéricité (¢) (r=-0,444).

De plus, la corrélation positive la plus forte (r=0,999) a été observée entrele diamétre
géométrique (Dg) et la surface de la graine (S) et entre cette derniére et le volume (V). Tandis
que la correlation négative la plus forte (r= -0,444) a été enregistrée entre la sphéricité () et

la longueur de la graine (L).
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Tableau 07: Matrice de corrélations entre les différents caractéres physiques des 24

accessions étudiées

Variables | L W T Da Dg ¢ S % WTS
L 1 0916 |0,634 (0,987 |0,958 |[-0,444 |0,957 0,955 |[0,937
W 1 0,520 (0,948 0,919 |-0,284 |0,919 (0,918 0,869
T 1 0,698 0,794 0,309 (0,791 0,786 |0,666
Da 1 0,988 |-0,306 (0,988 0,985 0,940
Dg 1 -0,169 (0,999 10,996 |0,927
) 1 -0,168 |-0,168 |-0,312
1 0,999 {0,929
V 1 0,929
WTS 1

4. Analyse en composantes principales des accessions étudiées

La répartition des variables selon les deux axes permet de réaliser des groupages des
individus qui se ressemblent plus au moins sur la base d’une ou de plusieurs des variables
mesurées. L’ACP (figure 9) se basant sur les propriétés physiques, montre un regroupement
des populations autour d’un centre d’inertie qui dans notre cas : Mtl (Mila/Oued Athmenia),
Mt2 (Mila/Bab Trouche), Mt4 (Chettaba), Mt13 (Achir), Mtl4 (Sidi Bel Abbes), Mt15
(Bouira) et Mt21 (Sidi Fredj) sont les plus proches de 1’origine des deux axes. Cela veut dire
qu’elles ont les prpriétés les plus communs avec I’ensemble des populations. Mt6 (Oum El
Bouaghi), Mt10 (Bordj Bouariridje), Mtl6 (Akhdaria), Mt1l7 (Bou Merdas), Mt18 (Tizi
Ouzou), Mt19 (El Madania), Mt20 (Mohamadia), Mt22 (Ben Aknoun) et Mt23 (Blida) qui se
caractérisent par un ¢ élevé, une grande taille des gousses et des graines, un poids d’ un millier
des graines (WTS) important. Ces populations se situent au coté positif de la premiére
composantes principales (PC1). Tandis que Mt3 (Beni Hmiden), Mt8 (Ain Fakroun), Mt12
(Lac Ain Zada), Mt24 (Mostaganem), se caractérisent par une surface (S) importante et une

longueur (L) diminuée.
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Figure 09 : Répartition des 24 accessions étudiées sur les plans 1 et 2 de I’ACP

5. Classification ascendante hiérarchique (CAH)

La classification CAH permet le regroupement des objets ou autres dans des
groupeshomogenes, sur la base de leur similarité. Cette méthode statistique permet d’effectuer

destypologies empiriques.

Le dendrogramme présenté en figure (10)montrent la présence de six clustersmajeurs
(définis par une coupure tracée « en pointillés » pour séparer les différents
niveauxd’agrégation). A une distance d=1, le premier groupe renferme six accessions (Mt12,
Mtll, Mt10, Mt8, Mt2, Mt5,) appartenant a des régions de I’Est du pays (Constantine,
Mila,Bourdj Bouarriridj...) avec une gamme desétages bioclimatiques varient de 1’hyper-

humide au Subhumide.
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Le deuxieme groupe comprend deux accessions a un degré de distance d=0.9 (Mt20 et Mt21)

sonta I’origine du centre de 1’ Algérie (Alger) avec un climat hyper-humide au humide.

Le troisiéme cluster regroupe sept accessions a un degré de distance d=0.96,appartenant a des
régions relativement éloignées de 1’Est Algérien (Oum Bouaghi,Constantine...) avec des

étages bioclimatiques varient du hyper-humide au subhumide.

Le quatrieme groupe (d=0,97) est constitué de trois accessions collectées dans des régions de
1I’Ouest algérien représentant un climat humide (Sidi bel abbése, Achir, Mostaganem).

Le cinquiémeest constitué de six accessions collectées dans des régions allant ducentre
jusqu’a I’Ouest du Nord algérien appartenant a un climat humide, a 1’exception de Mila (Mt1)
qui représente le coté Est, avec un climat qui varie de I’hyper-humide a I’humide. Ils

présentent un degré de distance d=0,98.

L’accession (Mt9) prélevée dans une région du Nord du pays (Tipaza) avec un climat hyper-
humide,forme le sixieme groupe avec trois autres accessions de 1’Ouest algérien appartenant a

un climat humide,au niveau de distance d=0.99.
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Figure 10 : Dendrogramme (UPGMA, coefficient de Jaccard) basé sur les données des

propriétés physiques de 24 accessions de M. truncatula
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6. Discussion

L’objectif de cette étude est la détermination de la diversité génétique dans les
populations de I’espéce M. truncatula, pour cela nous avons utilisé les propriétés physiques
des graines, comparés entre 24 accessions recueillies dans un large éventail des étages

climatiques dans le nord Algérien.

La connaissance des propriétés physiques des produits agricolesest importante pour
fournir les données techniques essentielles requises pour la conception et le développement de
machines, de structures et d'équipements pour la manipulation, le décorticage, le traitement, le
transport et le stockage des produits agricoles. La forme et la taille sont importantes pour la
conception équipements de classement, de tri, de nettoyage, de décorticage et d'emballage. La
densité et la gravité spécifique sont utilisées pour calculer la diffusivité thermique dans le
transfert de chaleur, la vitesse terminale, la masse, la densité apparente et la porosité sont
utilisées dans le stockage, le transport et le systéme de séparation (Oh et al, 2001 ; Urena et al.,
2002). Au fur et a mesure que l'on met l'accent sur la qualité des semences, le besoin
d'identification et/ou de classification variétale deviendra plus important. Par conséquent,
I'objectif de cette étude était d'identifier les propriétés physiques sélectionnées pour distinguer

les accessions, et d'étudier les relations entre les propriétés des graines de M. truncatula.

Les propriétés physiques de genre Medicago différent d’une espece a I’autre. Selon
Lesins et Lesins (1979) étudié I'espéce M. orbicularis : cette espéces produit des graines plus
ou moins sphériques ce qui a un effet important sur la formation de PC2 en comparaison avec
les autres espéces,est caractérisée par un nombre élevé de graines par gousse. Une autre
caractéristique avec une grande contribution a la formation de la troisieme composante
principale était le poids de 1000 grains par rapport a Medicago truncatula leurs grains
clyndriques en forme de tronc , glabre , tres dures, ces caractéristique sa contribué a la
formation de PC1. Selon 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.

L'importance de la variation des propriétés des graines parmi les accessionsexaminés est
démontrée par le Analyse ACP sur neuf caractéristiques physiques. Les graines de tous les
accessions examinés différaient considérablement en termes de forme, de taille et de poids de
milliers de graines (WTS), Lesins et Lesins (1979) ont noté la relation entre ces caracteres en

rapportant que le poids de 1000 grains donne une idée sur la taille des graines. L'importance
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de ces propriétés est mise en évidence par ses charges élevées dans le premier et le troisiéme
(WTS) composant principal.

La structuration de populations naturelles de M.truncatula selon des facteurs
écogéographiques traduit I’existence de structures génotypiques bien adaptées a des
conditions écologiques locales. Le faible taux d’allogamie que représente cette espece
permettrait de maintenir des recombinaisons génétiques contribuant a des adaptations
particuliéeres 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)

L’analyse du polymorphisme morphologique est souvent accompagnée de I’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 espéeces. llIs permettent de sélectionner les caracteres souhaités en fonction du
génotype et peuvent donc compléter et accélérer les programmes de sélection végétale.
De plus, les marqueurs avec un grand nombre dalleles sont informatifs pour les études

de population (Ronfort et al., 2006).

Les marqueurs biochimiques, dont les isoenzymes, ont été utilisés pour caractériser la
diversité génétique de plusieurs plantes. Les isoenzymes constituent de multiples formes
moléculaires de la méme enzyme qui catalysent la méme réaction dans la cellule. Elles se
distinguent les unes des autres par des propriétés de détail, notamment par leurs coefficients
cinétiques, leur spécificité, parfois par leur stabilité ou leur sensibilité a certains inhibiteurs
(Pelmont 1995).

Les marqueurs protéiques permettent de mieux cibler les caracteres recherchés tels que
le rendement ou la qualit¢ (Tam et al., 2006). Chaque étre vivant présente des
différences dans son génome, donc dans sa constitution protéique, c’est ainsi que
I’absence, la présence ou l’abondance d’une protéine donnée, crée un profil spécifique
pour chaque individu et chaque population et qui peut étre la source d’une grande

variabilité génétique.
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Ce travail de recherche avait pour objectif, d’apprécier la variabilité existante au sein
del’espéce M. truncatula par les propriétés physiques des grains, sur 24 échantillons recueillis

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

L’analyse des données des propriétés physiques des graines de M. truncatula, nous a permis
de:

- Réaliser une analyse en composantes principales des caracteres physiques des graines
(ACP), une grande dispersion des individus dans le plan défini par les deux composantes
principales montre que la majorité des propriétés ont contribué a la discrimination des 24
accessions de M. truncatula étudiées. Ces caracteres ont subdivisé les populations en deux
groupes : un groupe incluant les populations avec des valeurs élevées de caractéristiques
physiques et un second groupe incluant les populations caractérisées par des valeurs de

caractéristiques physiques intermédiaires a faible.

- Noter des corrélations hautement significatives entre les neuf propriétés physiques analysés.
Ces caractéres utilisés 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.
truncatulaéchantillonnés dans des conditions éco-géographiques trés diverses.

- Effectuer une caractérisation phylogénétique des différentes accessions étudiées par une
classification hiérarchique en UPGMA, c¢a nous a conduit a constater la présence
d’unecorrélation entre les facteurs physiques des grains et les paramétres eco-géographiques

des régions d’origine de chaque accession.

Nous avons pu démontrer que les populations Algériennes de M. truncatula sont
unmatériel de choix pour faire de la biologie intégrative, c’est a dire mettre en parallele la
biologiede la plante, son environnement, sa génétique et sa génomique afin de comprendre

commentles plantes fonctionnent et permettre d’identifier les propriétés d’intérét.

- Essayer de comparer ces propriétés physiques de M. truncatula avec d’autres espéces du

genre Medicago et les corréler avec les marqueurs morphologiques et d’autres marqueurs.

- Comparer les résultats d’analyse génétique de M. truncatula en Algérie a ceux des
autrespays meéditerranéens afin de construire un arbre phylogénétique global permettant

d’¢luciderles relations généalogiques et de découvrir les processus évolutifs de cette espece.
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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 la variabilité de quelques propriétés physiques des graines pour déterminer
la diversité génétique chez I’espéce Medicago truncatula, collectés dans différentes régions

du nord de I’ Algérie.

Neuf propriétés physiques des grains ont été mesurées et calculées sur un ensemble de
24 accessions de M. truncatula, soient: Longueur, largeur, épaisseur, surface, sphéricité,
Volume, diametre géométrique, diamétre arithmétique et poids de mille grains. Les propriétés
physiques ont été analysées par ANOVA et une analyse des composantes principales (ACP)
des neuf propriétés des graines a été élaborée. 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 24 accessions ont été élaborées également.

La surface de la graine (S) s’est avérée la plus variable dans toute la collection
(cv=3.16%). Le plus faible coefficient de variation (0.01%) a été enregistré pour I’épaisseur
des graines (T). L’ACP a montré une forte contribution a la formation de PC1 par la majorité
des caracteres étudiés avec des correlations relativement fortes entre eu, en particulier entre
Da, Dg, S et V; le PC2 a été représenté principalement par la sphéricité de la graine,

négativement corrélée avec les autres caracteres.

Le dendrogramme UPGMA a révélé une moyenne diversité génétiqueentre les accessions

étudiées et marque une certaine corrélation écogéographique.

Mots-clés :  propriétés  physiques, diversité génétique, Algérie, Medicago
truncatula.,ACP, UPGMA.
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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 to highlight the variability of some physical
properties of seeds to determine the genetic diversity in the species Medicago truncatula,

collected in different regions of northern Algeria.

Nine physical properties of grains were measured and calculated on a set of 24
accessions of M. truncatula, namely: Length, width, thickness, surface area, sphericity,
Volume, geometric diameter, arithmetic diameter and thousand kernel weight. Physical
properties were analyzed by ANOVA and a principal component analysis (PCA) of the nine
seed properties was developed. Jaccard distances were calculated and dendrograms were
constructed using the UPGMA aggregative method. Genetic distance matrices between the 24

accessions were also developed.

Seed area (S) was found to be the most variable in the entire collection (cv=3.16%). The
lowest coefficient of variation (0.01%) was recorded for seed thickness (T). PCA showed a
strong contribution to PC1 formation by the majority of the studied traits with relatively
strong correlations between eu, especially between Da, Dg, S and V; PC2 was represented

mainly by seed sphericity, negatively correlated with the other traits.

The UPGMA dendrogram revealed a medium genetic diversity among the studied

accessions and marks some eco-geographic correlation.

Keywords: physical properties, genetic diversity, Algeria, Medicago truncatula, PCA,
UPGMA.
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