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INTRODUCTION

En raison du vaste territoire de I'Algérie, estimé a environ 2 741 2381 kilométres
carrés, et de sa situation surplombant la mer Méditerranée, tout cela lui confere de
multiples zones climatiques et une riche diversité vegétale. 1l est connu pour ses
conditions naturelles riches et variées, son relief, sa géologie, ses sols et son climat se
traduisent finalement par une énorme biodiversité. Elle définit des biomes distincts,
permettant a de nombreuses especes végétales de coexister, et animaux, souvent adaptés
aux conditions abiotiques extrémes et aux hautes pressions la biologie. Le nombre
d'espéces végétales en Algérie est de 3 139, réparties en 5 402 taxons (Quézel P., Santa
S., 1962).

Les legumineuses sont I'une des plus grandes espéces vegétales pour lesquelles
I'Algerie est célebre. Ce sont des plantes a fleurs contiennent plus de 20 000 espéces. La
famille des légumineuses est trés diverse avec 3 sous familles: Mimosoideae,
Caesalpinioideae, et Papilionoideae (Doyle J.J., et Luckow M.A., 2003). Il y en a
beaucoup que nous consommons habituellement dans notre alimentation, tels que
(haricots, pois, arachides, lentilles et féve ...) et d’autre utilisés pour I’alimentation
animal (soja, luzerne...), en plus de leur importance nutritionnelle. 1ls jouent aussi des
roles, industriels, économiques, écologiques et agronomiques, la ou c’est une source
essentielle des protéines, vitamines, fibres et nitrogene....... etc., ce qui en a fait I'un des

paris pour les agriculteurs.

Malgré la diversité, les avantages et ’importance, il y a un probleme de longue
date est que la plupart des légumineuses sont difficiles a considérer en raison de leurs
grands génomes (Barker DG., et al., 1990 ; Handberg k., et Stougaard J., 1992).
Ceci devrait étre mentionné en particulier dans notre étude de la plante Medicago
truncatula. C’est une espece méditerranéenne, efflorescente, de taille intermédiaire.
Utilisée comme aliment pour les bétails depuis des centaines d'années pour sa richesse
supérieure en nutriments importants par rapport a d'autres sources d'alimentation. Elle a
également été utilisée comme herbe médicinale pour 'homme afin que ses graines ou
les feuilles séchées soient prises en complément. Elle se caractérise par sa capacité a
résister a la sécheresse, a la chaleur et au froid, ainsi qu’a fertiliser le sol et a stabiliser
I’azote dans I’atmosphére, et elle produit des gousses et des graines en abondance (May
DG., R.A,, et Dixon 2004).
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Toutes ces caractéristiques nous ont incités & étudier de maniére plus réaliste
cette plante, qui suscite un grand intérét de la part des scientifiques, car de nombreuses
expérimentations ont été menées sur elle dans les plus grands laboratoires
internationaux afin d'étudier sa structure génétique, et plus particulierement sa diversité
génétique. lls la considéraient comme une plante modéle et parmi les légumineuses les
mieux caractérisées génétiquement. En raison de sa texture simple qui facilite la

manipulation.

Notre étude orientée vers 1’analyse de la diversité génétique chez 29 accessions
appartenant a I’espéce M. truncatula collectées dans différents régions en Algérie, par

I’utilisation des marqueurs morphologiques, biochimiques et moléculaires.

Ce travail est divisé en deux parties. A partir d’une revue bibliographique, la
premiére partie consiste a présenter des légumineuses, leurs intéréts et leur situation en
Algérie, ainsi que le genre Medicago et plus précisément l'espéce M. truncatula.
Ensuite, un apercu sur la diversité génétique, Son intérét et sa recherche a travers des

marqueurs génétiques et morphologiques sont présentés.

La deuxiéme partie est consacree a l'étude de la diversité généetiqgue de M.
truncatula par les marqueurs morphologiques, biochimiques et moléculaires. Les
résultats sont structurés dans un seul chapitre complémentaire présenté sous forme

d’article scientifique.

Enfin, les résultats les plus pertinents de ce travail sont contenus dans une

synthese et une conclusion générale.
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1. Généralité sur les légumineuses

Figure 1 : Collection des légumineuses Bilan et perspective pour les légumineuses.

Les légumineuses (Fabaceae) figurent parmi les espéces végétales les plus
importantes au monde, se classant au troisieme rang aprés les Arachidées et les
astéracées. Ce sont des plantes a fleurs Leurs graines se distinguent par la possibilité de
les séparer en deux parties, elles contiennent plus de 20 000 especes différentes les unes
des autres , qui les classes en deux types les Iégumineuses fourrageres tels que (soja,
luzerne...) et légumineuse pour la consommation humaine( haricots, pois , arachides,

lentilles et feve ...).
Ils peuvent étre inclus dans trois groupes :
- les légumes secs (lentilles, pois secs, pois chiches, haricotes.
- les oléagineux (arachide, soja).
- les légumes a gousses (les petits pois et les haricotes vert).

Les Fabacées sont divisées en trois sous-familles : les Mimosoideae, les

Caesalpinoideae et les Papilionoidées :

- La sous-famille des caesalpinoideae, comprenant environ 150 genres,
rassemblant principalement des arbres ou des arbustes retrouvés en région
tropicale et subtropicale.

- Lasous-famille des Mimosoideae rassemble surtout des arbres et des arbustes des
régions tropicales et subtropicales. Cette sous-famille possede plus d’une

soixantaine de genres.
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- Enfin, les Papilionoidées représentent la sous-famille la plus diverse avec
environ 430 genres. (Dekak A., 2010).

La sous famille des Papilionoideae (cette dernier) regroupe les especes cultivées 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 féve (Vicia faba, 2n = 2x = 16). Ces
légumineuses cultivées forment deux groupes appelés Galegoides et Phaseoloides
(Figure 3), a I’exception de I’arachide qui appartient au groupe des Aeschynomeneae
(Broughton WJ., et al., 2003).

En effet les légumineuses jouent des roles tres importants dans différents domaine

(alimentaires, industrielles, économique, écologique et agronomique) :

Les légumineuses améliorent les pratiques agricoles et aident a maintenir la fertilité des
sols en accumulant de fortes concentrations d'azote dans leurs tissus (Simon JP., 2005).
Ils constituent une importance alimentaire pour les humains et les animaux, 1a ou c’est
une source essentielle en une variété de nutriments de base. (Protéines, vitamines,
glucides et des fibres, élements minéraux, zinc, magnésium et la matiére grasse...) Cette
intégration et la diversité alimentaire ¢a le fait compenser pour les produits laitiers et les
viandes dans des zones que vous n’avez pas a produire.

Industriellement, les légumineuses représentent une source tres importante de matiere
premiére : pour la production de dérivés alimentaires tels que les huiles, les farines et
les conserves... et pour la production des produits cosmétiques et pharmaceutiques (Lee
G.,etal., 2007).

Les Iégumineuses sont importantes a la fois sur le plan écologique et agricole car elles
sont responsables d'une partie du flux global d'azote provenant de I'azote atmosphérique
N2 vers des formes telles que I'ammoniac, le nitrate et azote organique (Sobti S., et al.,
2015).

Elles constituent de loin le groupe le plus important de plantes participant a la fixation

de I’azote avec des bactéries symbiotiques (Raven PH., et al., 2000).
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Les légumineuses alimentaires occupent une partie tres importante des recherches
scientifiques.

Accomplis dans des domaines aussi divers que la phytotechnie, la génétique,
I’entomologie, la phytopathologie, la physiologie, la nutrition et la sélection variétale
(Baudoin JP., 2001).

Toutes ces caractéristiques en font un des piliers de I’économie mondiale.

Genus Representative

Caesabiniodeael Cassia Senna

_{

Acacia Gum arabic

Mimosoideae
Lupinus Lupins

Arachs Ground nu!
Phaseolus Common bean
Vigna Mungbean
Glycine Soybean
Cajanus Pigecn pea
Melilotus Sweet clover
Trifolium Clover
Medicago Barrel mecic
Pisum Garden pea
Vicia Broad bean
Sesbania Black locust
Lotus Lotus japonicus

e

d

Papiionoideae

i%m_%

Loteae Viceae Trifolieae Phaseole

Figure 2 : Phylogénie des Légumineuses groupées en trois grandes sous-familles : les
Mimosoidées, les Caesalpinoidées et les Papilionoidées, comprenant de nombreuses
especes cultivees. D'aprés Udvardi et al. (2005).
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Tribe Genus Species
Lens L. cudimaris (lentil) \
Vieea Vicia ¥. faba (faba bean)
Pisum P. sativion (garden pea)
_[ Melilotus M. officinalis (sweet clover)
n Trifolieace— Trifolium T pratense {red clover) scaso?iﬂgumcs
| Medicago H}f iﬂjﬁﬁ,ﬁ}?]fﬂ} (Galegoid)
e B T e TV C. arietinum (chickpea)
Loteae Lotus L. japoricus J
Phaseolus P vufgaris (common bean) 3
Vigna F. radiata (mung bean) Tropical
Phascolea o season legumes
Glycine G prax (soybean) (Phaseoloid)
Cajanus (7 cajan {pigconpea) )

Papilionoideae

Figure 3 : Classification des légumineuses de la famille des Papilionoideae
(Zhu et al. 2005).
Tableau 1 : Composition des réserves de quelques graines d’espéces cultivées D’apres

Bewley et Black (1994).

Composition moyenne en %o
Céréales Proténes Huiles Carbohydrates
(amidon)
Orge
Mais
Avoine
Seigle
Blé

Légnminen ses

Haricot
Petit pois
Arachide

Soja
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2. Présentation du genre Medicago

2.1. Caractéres genéraux

Figure 4: Figure 5: Figure 6:

Medicago sativa L(1753) Medicago ciliaris (L.) All (1785). Medicago granadensis
Willd. Willd Willd.

Les especes du genre Medicago sont efflorescente contenant des gousses et des
graines, ont de fortes racines Pivotantes pouvant atteindre plusieurs metres de
profondeur, ses tiges portent des feuilles trifoliées a folioles finement dentés au sommet
et presente des inflorescences en grappe, les stipules sont Larges de forme allongée ou
cordiforme. Les fleurs dont la couleur varie du mauve au jaune sont portées sur un long
racéme qui contient jusqu'a 20 fleurs (Lapeyronie A., 1982 ; Mathieu M., 2003). Le
fruit est une gousse plus ou moins enroulée, soit en forme de faucille, soit spiralée (de 1
a 4 spires) parfois épineuse. La graine plus ou moins réniforme est longue d’environ 10
mm (Mathieu M., 2003 ; Hireche Y., 2006) . Cependant plusieurs études intéressées
essentiellement a la morphologie de leurs feuilles et les gousses, les luzernes
caractérisees par une fécondation strictement autogame chez les espéces annuelles et

allogame chez les especes pérennes.

2.2. Taxonomie et génétique

Le genre Midicago ou comme s’appelait avant « Midica » ou « herbes de médic »,
C’est parmi les espéces légumineuses. Appartenant a la famille des Fabaceae et sous-
famille des Papilionoideae et fait partie de la tribu des Trifolieae elle est trés proche des

genres Melilotus et Trigonella (Lesins KA and Lesins 1., 1979).

C’est parmi les types des légumineuses qui sont souvent cultivés comme

fourrage de bétail, tels que M.sativa L (luzerne) et M truncatula (La luzerne tronquée)
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Le genre Midicago comprend plus de 80 espéces devisent en quatre sous-
genres selon la morphologie des gousses et des graines : Orbicularia, Medicago,
Lupularia et Spirocarpos et qui constitués de 12 sections et 8 sous sections, présentant
56 especes : annuelles, bisannuelles et vivaces. La plus parts des annuelle sont diploides
autogame avec (2n=16) ou (2n=14) par contre les pérennes sont strictement allogame
Tétraploides (2n=4X=32) et hexaploides (2n=6X=48) avec le nombre chromosomique
de base X=7 et X=8.

Position systématique, selon (Small et jomphe, 1989)

Régne : Plantea.

Embranchement Spermatophytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

sous- classe : Rosidées.

Ordre : Fabale.

Famille : Fabaceae.

sous- famille : Faboideae.

Tribus : Trifolieae.

Genre: Medicago.

M. laciniata M. ciliaris M. truncatula

Figure 7 : Feuilles de différents écotypes du genre Medicago (Delalande et al. 2007).
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Genre Medicago
|

]
Sous-genre Sous-genre Sous-genre Sous-genre
Lupularia Orbicularia Medicago Spirocarpos

Pérenne ]

Section Section
Falcago Pachyspirae

Sous-section

Falcatae

incatula—l

M. murex—
M. constricta—

!

¥
S

M. soleirolii
M. tornata |
M. littoralis ™
M. tr
M. rigidula—+
M. turbinata —
M doliata_

M. falcata

M. sativa

M. glomerala
M. glutinosa

M. prostrata

Figure 8: Taxonomie du genre Medicago. Tiré de Pierre (2008).

2.3. Distribution géographique et aire de répartition du genre Medicago

Le genre Medicago a conquis tous le bassin méditerranéen et ces environs
steppiques (Delalande M., et al., 2007) au cours de XIX siecle et a ’ouest de 1’ Asie et
aussi les continents I’ Amérique et 1’ Australie , (Prosperi JM., et al., 1995) signalent les
aires d’origine de toutes les espeéces 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 et selon (Lapeyronie A., (1982), les Luzernes
s’accommodent des sécheresses périodiques, elles sont adaptées a tous les types de sols

qui ne sont pas trop humides .

Cependant Les espéces de Medicago annuelles localisées essentiellement dans les
régions qui ont un climat de bassin méditerranéen. Medicago pérennes leur croissance et

fertile Sur la cOte méditerranéenne, jusqu’au centre et 1’Ouest asiatique.
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Medicago Annuelle (Medics) Medicago Pérennes (Alfalfa)

Figure 9 : Origine géographique des Medicago (Delalande et al 2007).

S 2 I M em =

s ) -

FigurelO : Distribution géographique du genre Medicago dans le monde (Prolea 2002).

2.4. Especes spontanées du genre Medicago rencontrées en Algérie

Parmi les especes du genre Medicago qui distribuées en Afrique, environ 16
poussent spontanément dans le nord de I’Algérie. Sont représentés dans le tableau
suivant (Hireche, 2006).

{10}
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Tableau 2 : Espéce spontanées de genre Medicago rencontrées en Algérie.

Especes Caractéristique et air de répartition en Algérie

M. sativa Plante vivace rencontré un peu partout

M. falcata Plante vivace trés 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 plante annuelle, elle est assez commune dans les
paturages du Tell (constantinois)

M. ciliaris rencontrée surtout dans les paturages et les prairies
du Tell a sol semi salin

M. truncatula plante annuelle tres commune dans le Tell

M. littoralis plante annuelle, elle abonde sur les dunes du littoral et de I’intérieur.
Elles constituent des paturages de bonne qualité.

M. murex plante annuelle commune dans tout le territoire algérien

M. minima plante annuelle, elle est souvent rencontree sur les sols pauvres

M. arabica plante annuelle

M. lanciniata Plante annuelle.

M. hispida plante annuelle

3. Medicago truncatula

Figure 11 : Représente la plante Medicago truncatula (https://quelle-est-cette-

fleur.com/index.php)

3.1. Présentation de Medicago trnncatula

La luzerne tronquée (Medicago truncatula) est une espéce végétale herbacée des

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

11
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couramment nommées Légumineuses ou Papilionacées. (DoyleJJ., and Luckow MA.,
2003).

3.2. Caractériqtique de Medicago truncatula

M. truncatula a de nombreuses propriétés qui lui donnent un avantage spécial.
C’est multi-usage, en particulier analytique génétique et moléculaire e (autogamie,
faible niveau de ploidie, génome de petite taille, aptitude a la Culture en laboratoire, a

I’embryogenése somatique et a la transgénese).

Figure 12: Caracteéristiques morphologiques des feuilles, fleurs, gousses et graines de

Medicag truncatula. (Source:https://legumeinfo.org/organism/Medicago/truncatula)

3.3. Cycles de vie de Medicago truncatula

Figure 13 : Cycle de vie de la plante model M. truncatula : A : stade plante, B : stade
feuille, C: stade fleur, D :stade gousse, E : stade graine (Bakhti A., 2011).

12
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3.4. Description botanique

Medicago truncatula est une espéce diploide (2n=16) et autogame. Son génome
est de petite taille il est estimées a 500-550 (Mpb) c.a.d. 3 a 4 fois supérieur a celui
d’arabidopsi thaliana, équivalent a celle de riz et est environ dix fois inférieur a celui de
pois (Denarie J et Gamas P., 2001. Young ND et al, 2003) puisque elle présente un
fort degré de synthéses avec d’autre 1égumineuses (Choi HK et al., 2004. Kalo P et al,
2000. Yan HH et al, 2003. Cannon SB et al., 2003). M. truncatula a un cycle de vie
court qui varie de 2 & 3 mois (Lesins KA et Lesins 1., 1979). C’est une plante annuelle
herbacée, ramifie au port souvent rampant de 15 & 80cm de long. Elle port des feuilles
trifoliolées (Lesins KA et Lesins I., 1979), I’inflorescence porte 1 a 5 petites fleurs
jaunes donnant apres autofécondation des gousses cylindriques tres dures, en forme de
vrilles renferment de 3 a 12 graines. Le poids de 1000 graines oscille entre 3.3 a6 g
(prosperi JM et al., 1996). Leur propriété c’est que la durée de vie de ces graines et
supérieures a 40 ans et facilement de élevée. Elle a un cycle de vie trés court de 2 a 3

mois.

3.5. Position systématique

Regne : plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae
Sous-famille : papilionoideae
Tribu : Trifolieae

Genre: Medicago

3.6. Aire de répartition du I’espéce Medicago Truncatula

La propagation des légumineuses dans le monde est souvent basée sur leur
environnement en matiere de climat, de sol... etc. Bien que les haricots soient une

espéce qui aime les zones chaudes, M. truncatula est I’'une des espéces les plus

13
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indigénes le long de la Méditerranée et en Algérie en particulier. Donc cette espece est
localisée principalement dans les régions chaudes et de basse altitude méditerranéennes,
elle est considérée comme une espece assez sensible au froid et aux parasites foliaires.
Elle est considérée comme une plante modele (a un moindre degré que M. sativa)
essentiellement lors des études sur la symbiose plante-rhizobium (Prosperi JM., 1995).

3.7. Medicago truncatula comme plante modéle

M. truncatula est largement utilisé comme une plante légumineuse modeéle pour
comprendre la tolérance aux stress abiotiques (Young ND et Udvardi M., 2009). Ainsi,
la longueur de la racine et de la tige fournissent des indications importantes de la
réponse de la plante au stress salin (Jamil M et Rha ES., 2004) .La comprehension de
la relation entre le développement des jeunes plants, les conditions environnementales
et la qualité des graines au niveau physiologique et agronomique sont des objectifs
fondamentaux de la science des semences (Blaha L et Pazderu K., 2013). Au contraire
de la majorité des légumineuses, M. truncatula est bien accessible aux outils
moléculaires et aux analyses géneétiques. Cette espéce est une plante modele précieuse et
utile dans le domaine de la recherche sur les légumineuses avec de nombreuses études
génétiques et génomiques publiées dans tous les domaines de la biologie végeétale (pour
revue Kang et al., 2016). Le génome de M. truncatula a été séquencé pour la premiére
fois en 2011 (Young ND et al., 2011) et est toujours en cours de développement avec
une cinquiéme version récente (Pecrix Y et al., 2018). Mutant populations de M.
truncatula ont été développées par différentes approches a appliquer dans domaines de
recherche biologique, y compris la biologie des semences, la fixation symbiotique de

l'azote et le stress abiotique réponses (Kang Y et al., 2016).
3.8. Intérét biologique

Medicago est défini comme un type parfait de toutes les léegumineuses étudiées en
raison de leurs propriétés, y compris la fixation de ’azote atmosphérique. C’est ce qui
I’a rendue biologiquement importante. Ce sont des produits extraordinaires a croissance
rapide qui peuvent produire 500 a 1000 graines. Il s’agit également d’une espéce facile

a propager et en évolution, connue sous le nom d’espéce ayant un environnement

14
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diversifié. lls peuvent étre trouvés dans des zones chaudes ou humides avec un sol lourd

ou de la boue, selon leur environnement.

Récemment, I’intérét fut focalisé sur M.truncatula comme systéme pour examiner
la grande richesse de production de métabolites secondaires par les légumineuses
(Gepts P et al,. 2005) et la résistance aux maladies (Frugoli J et Harris J., 2001).
Cette plante est aussi largement étudiée pour analyser le déterminisme des symbioses
endo-mycorhiziennes lui permettant de prélever le phosphore du sol (Journet EP et al.,
2001).

3.9. Intérét agronomique

Venant a ’origine du pourtour méditerraneéen, M. truncatula est présente sur des
sols lourds, marneux ou argileux et est adaptée aux conditions semi-arides (Lazrek
ben- Friha F., 2008). Cette espece a accordé une attention considérable aux
agriculteurs parce qu’elle est abondante en production, ainsi qu’un rdle dans la
réduction de I’utilisation excessive d’engrais, et donc la présence d’azote est essentielle
dans les zones seches. Ils sont distinctifs car ils peuvent pousser naturellement et

périodiqguement (ou annuellement), ce qui aide a empécher le sol de dériver.

3.10. Intérét génetique

Pour des aspects multiples de la génétique et de la génomique, M. truncatula a été
choisic comme plante modéle grace a son petit génome d’environ 500 Mb -soit environ
4 fois celui d'Arabidopsis (Castilho A et al., 2005) réparti sur 8 chromosomes, sa
diploidie (2n = 16) et son caractere autogame avec un temps de génération court. M.
truncatula 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 sequencage du génome de la souche de référence de S. meliloti 1021 a
été achevé (Capela D et al., 2001). Elle est facilement transformée par Agrobacterium

rhizogenes et A. tumefascience (Boisson D et al., 2001).

4. Définition de La diversité génétique

La biodiversité a été remarquée dés I'Antiquité. Lorsqu'on observe le monde vivant,
on constate que les étres sont différents les uns des autres (Gouyon PH., 1994). La

diversité génétique est la variation qui existe au niveau des genes. C’est la variation de
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la quantit¢ d’information génétique 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 ME., 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 B., 1992).

Dans lagriculture, la diversité génétique est exploitée pour créer des variétés
adaptées a différents environnements et conditions de croissance. L'aptitude de telle ou
telle variété a resister a la sécheresse ou a l'inondation, a se développer sur un terrain
pauvre ou riche, a résister a de nombreuses espéces d'insectes ravageurs ou maladies, a
fournir des produits riches en protéines ou ayant de meilleures qualités gustatives, est un
caractére transmis par les génes. Ces ressources génétiques sont la matiere premiere
qu'emploient les sélectionneurs de plantes et les spécialistes de la biotechnologie pour
produire de nouvelles variétés. Sans cette diversité, nous ne pourrions plus adapter les

cultures a I'évolution constante des besoins et des conditions. (Cronk QC., 2001).

D’une maniére général, la variabilité génétique peut étre définie par différents

criteres sur I’information : morphologique, moléculaire et biochimique. . etc.

5. Marqueurs génétiques

Un marqueur génétique est un marqueur polymorphe qui peut informer le génotype
d'un (de) locus voisin(s), le génotype de lindividu qui le porte (en génétique des

populations). Les plus courants de ces marqueurs genétiques sont :

- les marqueurs morphologiques.
- les marqueurs moléculaires (au niveau de I'ADN).

- marqueur biochimique+ protéique.

5.1. Marqueur Moléculaire

C’est un type de marqueur genétiqgue qui permettent de détecter un
polymorphisme dans la séquence nucléique d’ADN entre famille, genres, espéces,

variétés, populations et méme individus sont donc des indicateurs neutres de variabilité

16
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génétique et grace aux ces marqueurs moléculaire il devient possible de mettre en

évidence et suivre le géne d’intérét.

Les marqueurs moléculaires ont un développement stable, ils sont détectables
dans tous les tissus et a tous les stades de développement, ils ne sont pas influencés pas
les conditions environnementales (Santoni S et al., 2000).

Pour un marqueur moléculaire polymorphe de bonne qualité il devrait étre :

- Transmis de fagon codominance
- Facile a obtenir.
- Reproductible.

- Disperses le long du génome.

En effet il existe plusieurs types de technique de marqueurs moléculaires :

RFLP : Polymorphisme de longueur de fragments de restriction.
AFLP : Polymorphisme de longueur des fragments amplifiés.
SSLP : Simple séquence length polymorphisme.

RAPD : Amplification aléatoire d’ADN polymorphe.

SNP : Polymorphisme nucléotidique.

SSCP : Polymorphisme de conformation des simples brins.
EST : Marqueur de séquence exprime.

CNV : Variabilité du nombre de copies.

VNTR : Séquence répétee.

SSR : séquence Simple répétées ou polymorphisme de microsatellite.
Les plus utilisés sont les marqueurs RFLP, RAPD, AFLP et SSR.

5.2. Marquer biochimique

Les marqueurs biochimiques ont été les premiers marqueurs a avoir été mis en
ceuvre pour étudier la variabilité génétique (Harry M., 2001) et Il est important pour le
sélectionneur de connaitre l'aspect purement génétique du caractére étudié,
indépendamment de son expression. A cet effet, de nombreux marqueurs biochimiques
ou moléculaires ont été développés depuis une vingtaine d'années. Les marqueurs

biochimiques, généralement des isozymes ou des protéines de réserve, ont un pouvoir
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de discrimination plus élevé que les marqueurs morphologiques, traduisent directement
l'activité des genes, sont neutres et peuvent étre révélés dans plusieurs organes a
différents stades de développement. lls sont mis en évidence par électrophorése, sur la
base des propriétés de migration des protéines, et révélés par une simple coloration pour
les protéines ou par une coloration histochimique spécifique pour les enzymes. Les
protéines ont l'avantage d'étre plus nombreuses que les marqueurs morphologiques,

mais dépendent également de I'organe considéré (Mebarek 1., 2010).

5.3. Marquer Morphologique

C’est un révélateur basée essentiellement sur des génes polymorphes
cartographiés a partir de l'analyse des phénotypes, Il constitue la mesure la plus directe,
Néanmoins, Ce type de marquer définit les caractéres morphologiques c’est a dire la

forme et ’apparence d’un individu, organisme, population.... Etc.

Chez les plantes ces caracteres intéressent la longueur des tiges, la couleur et la forme

des feuilles, initiation de la floraison... Etc.

D’une maniére générale, les marqueurs morphologiques avec ces caractéres

phénotypiques sont utilisés pour révéler la variation intra- et inter-populations.
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Abstract

Morphological, proteins, isozyme and SSR markers were used to determine the
genetic diversity in 29 accessions of Medicago truncatula, collected from different
regions in Northern Algeria. The analyses were carried out using twelve biometric
traits, two enzymatic systems, two protein fractions (albumin and globulin) and two
SSR loci. The data analysis resolved a high level of genetic diversity. All morphometric
characteristics contributed to the discrimination of studied accessions and showed a
particular environmental geographical link. Area of the first leaf (AFL) was the most
important characteristic with high coefficient of variation. Esterase (EST) enzyme
system was more polymorphic than glutamate oxaloacetate transaminase (GOT) system.
The results reflect the great diversity of aloumin and globulin proteins in this specie;
hence, 24 and 27 bands were detected for the two fractions respectively. The SSR
amplification products 18 fragments, 10 fragments (17-187 bp) with AFcttl and 8
fragments (25-166 bp) with AFct32 locus. The dendrograms based on Jaccard index
showed a wide range of similarity indicators, which confirm the high degree of diversity
at all levels, and probably there was no correlation between genetic similarities and eco-

geographical localizations of M. truncatula accessions.

Keywords: Medicago truncatula, genetic diversity, Morphological traits,

Proteins, isozymes, Molecular markers.
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Introduction

Legumes are one of the world's largest plant factions; they are flowering plants
whose seeds are characterized by the possibility of separating them into two parts such
as (beans, peas, peanuts, beans, soybeans, and alfalfa...). Pulses play very important
roles in various fields (food and industry Economic, ecological and agricultural) being
an essential source of protein, vitamins, carbohydrates... for humans and animals, and
nitrogen for soil improvement. It contains more than 20,000 highly diverse species.
Among these, Medicago species has been one of the most widely studied legumes
because of numerous agriculturally important and domesticated species (Small, 2010),

with an extremely diverse phylogenetic heritage.

Most leguminous plants are hard to study, because they got a big genome.
however a recent study shows that the specie Medicago truncatula (truncated alfalfa) ,
which spontaneously growing in arid and semi-arid environments in the Mediterranean
basin, can be considered as a model specie, due to its simple structure and ease of
handling ,well accessible to molecular tools and genetic analysis. This forage specie
belonging to the subfamily Papilionoideae, are located in different geographic areas.
Whereas according to the scientific researchers it is an annual specie; native; diploid (n
= 8) and autogamous; characterized by a small genome (500-550 Mbp) and its rapid
generation time. Bonnin et all (1996) reported that biodiversity of the specie M.
truncatula is characterized by high morphological and genetic variability within and

between populations and by significant individual homozygosity.

However, the use of genetic diversity in a breeding program inevitably depends
on its estimation and the selection of the type of marker that most accurately reflects it.
Which facilitating gene discovery and comparative genomics. On the basis of this, the
morphological characterization is the first step in the description and classification of
genetic resources (Smith and Smith, 1989). While, molecular markers give, direct
access to DNA polymorphism and allow highlighting a variety nucleotide sequences
between individuals. Protein also is the first product of the genetic system, on this
account; it can be used as genetic marker. Albumins and globulins comprise the major
storage proteins of legumes (Osborne, 1924). The Isozyme markers when used in
combination with other approaches are of considerable value in understanding the crop

plant evolution (Malaviya et al. 2008); and can define a biochemical polymorphism.
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Therefore, the present study was carried out to identify similarities and differences
among accessions of Medicago truncatula specie, naturally grown in Northern Algeria
by using morphological; isozymes; albumin and globulin seed storage proteins and

SSRs as genetic markers.
Material and methods

Sample collection and preparation

The study was conducted on 29 accessions of M. truncatula specie, which were
collected from different sites covering a wide range of bioclimatic stages in northern
Algeria from May to July 2013. The major characteristics of each site [altitude (Alt),
latitude (Lat), longitude (Lon)] are detailed in Table 1.
Mature seeds of each individual were extracted from pods, scarified and sterilized with
3% (v/v) sodium hypochlorite solution. Sterile grains were germinated in the dark for 2
days in petri dishes containing 1% water-agar (w/v) at room temperature, and then kept
under normal daylight. Young leaves from every sample (0.3 g) were ground into a very
fine powder using liquid nitrogen and frozen at -20°C for further enzymatic and
molecular analyses. However, for protein analysis, mature seeds were ground with a

mortar and pestle at room temperature until a fine powder was obtained.

Fig.1. Geographical locations of the 29 accessions of the specie M. truncatula in the

Algerian North.
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Table 1. Geographical origins of the 29 accessions studied, with the corresponding eco-

. geographical parameters.
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Pm TM
Tm  CLIMAT

N REGION pROVENANCE ALT LAT LON
Mt1 Mila  Oued Athmenia 757 36°16'17,87"N  6°16'36,31"E
Mt2 Mila Bab Trouche 831 36°21'31,41"N  6°19'27,41"E
Mt3 Constantine Beni Hemiden 429 36°31'04,89"N  6°33'52,68"E
Mt4 Constantine Chettaba 850 36°18'08,13"N  6°27'50,96"E
Mt5 Constantine Chaabet ersas 584 36°20'20,08"N  6°37'27,04"E
Mt6 Oum Bouaghi - 883 35°51'27,30"N  7°06'45,04"E
Mt7 Oum Bouaghi Ouled Hemla 795 36°04'28,53"N  6°29'06,92"E
Mt8 Oum Bouaghi  Ain Fakroun 1010 35°56'14,58"N 6°56'45,32"E
Mt9 Tipaza - 196 36°35'53,73"N 2°38'20,83"E
Mt10 Bourdj bouarriridj - 907 36°04'00,12"N 4°41'18,44"E
Mt11 Bourdj bouarriridj  mansoura 504 36°11'48,42"N 4°27'00,50"E
Mt12 Bourdj bouarriridj air lac ain zada 2000 m 36°02'57,40"N 4°51'29,75"E
997
Mt13 Bourdj bouarriridj - 984 36°04'21,92"N 4°38'52,93"E
Mt14 Bouira - 537 36°22'09,18"N 3°51'33,64"E
Mt15 Bouira Akhdaria 144 36°34'38,26"N 3°33'16,25"E
Mt16 Alger Mohamadia 3 36°44'21,62"N 3°08'50,41"E
Mtl17 Alger Ben Aknoun 172 36°44'00,09"N 3°01'33,28"E
Mt18 Blida - 70 36°32'48,32"N 2°48'23,72"E
Mt19  Ain Defla 1 396 36°15'41,71"N 2°17'55,96"E
Mt20  Ain Defla 2 257 36°09'57,25"N 1°43'25,04"E
Mt21 Chlef - 135 36°14'45,30"N 1°14'17,86"E
Mt22  Mascara - 281 35°30'09,15"N 0°05'30,19"0
Mt23 Medea - 385 36°20'33,96"N 2°46'04,83"E
Mt24  Tissemsilt - 575 36°00'36,95"N 2°09'11,39"E
Mt25  Guelma - 798 36°22'08,93"N 7°13'59,93"E
Mt26 Sétif Eulma 1022 36°10'34,10"N  5°45'27,03"E
Mt27 Sétif centre-ville 1089 36°11'41,65"N 5°24'25,79"E
Mt28 Batna - 946 35°37'10,44"N  6°1523,70"N
Mt29 Oran - 87 35°37'40,780°36'01,72"0

5682,531,3 HH

74244311 HH
7043,231,4 SH
558 3 32,2 SH
SH

HH

624 3,3 32
462 0,431,3
45419317 HH
4920,430,8 HH
6268,430,1 HH
36816334 SH
4093,1326 SH

4950,231,1 SH

4201,233,1 SH
5060,2309 H
71159319 H
6707,6298 H
7626,928,4 HH
791 7 30,9
593 6 33,5

593 6 33,5

HH

4056,6 32,6
36875 29 SS
7362,530,6 SH
6091,130,1 SH
5641,932,1
482 1 31,3
4730,331,7
3350,732,6 HH

3838,2266 H
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Morphological analysis

Morphological measurements were implemented on only 24 accessions of M.
truncatula. For each accession, twelve quantitative traits related to seeds, pods and
Cotyledons described by Issolah and Abdelguerfi (1999) were analyzed using a dial-
micrometer with an accuracy of 0.01 mm: Pod size: length (LP), width (WP); Number
of seeds per pod (SP); Seed size: length (LS), width (WS); Weight of 30 pods (WTP);
Weight of a thousand seeds (WTS) and the ratio weight of seed/weight of pods (RW);
Seedling characteristics: date of emergence of cotyledons (DCOT), length of first leaf
(LFL), width of first leaf (BFL) and area of first leaf (AFL = LFL * BFL). DCOT was
measured from the time the seedlings were placed under light. LFL, BFL and AFL were
measured after six days of germination. Each trait was scored as a mean value of ten

randomly chosen individuals for every accession.

Enzymatic analysis

A total of 29 accessions of M. truncatula was evaluated using two enzymatic
systems: Esterases (EST, E.C. 3.1. -) and Glutamate Oxaloacetate Transaminase (GOT,
E.C. 2.6.1.1) (Weeden and Wendel, 1990). Isozymes were extracted from the leaves of
15-day-old seedlings using the process of Bendiab et al. (1993). Enzyme separation was
performed according to Singh et al. (1991) using polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) method, on 10% polyacrylamide gel for EST system, while the GOT system
required a 7% polyacrylamide gel. This analysis was performed at 40 MA for 3 hours at
4°C. The gels were stained using the methods given by Bendiab et al. (1993).

Albumin and globulin analysis

The extraction protocol was carried out using the technique developed by Franco
et al. (1997) with some modifications at the laboratory level. The resulting powder of
each sample (10 mg) was defatted with n-hexane (0.35 mL) with stirring for 30 min, the
hexane was decanted and air-dried after centrifugation of 15 min at 14 000 rpm. The
albumin fraction was extracted from the defatted powder by stirring with 0.35 mL
distilled water (pH 8) containing 10 mM CaCl2, 10 mM MgCI2 and 1 mM
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) for 30 min at 4°C. The albumin-containing
solution was centrifuged at 14 000 rpm, 4°C for 20 min and the supernatant was
conserved at 4°C as the albumin fraction. This extraction was repeated twice to
eliminate as possible as the remaining albumin fraction. The total globulins were
extracted by stirring the pellet with 0.1 M Tris-HCI buffer, pH 8, containing 10% (w/v)
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NaCl, 10 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 10 mM ethylene glycol bis (B-
aminoethylether)-N, N, N’, N’-tetraacetic acid (EGTA) and 1 mM PMSF for 30 min at
4°C. The suspension was centrifuged at 14 000 rpm for 20 min at 4°C, the supernatant

contained the globulin fraction.

Extracted albumin and globulin fractions were precipitated with 1 mL cold
acetone (1:4 (v/v)) for 1 h at -20°C and centrifuged at 10 000 rpm for 15 min, then,
acetone was decanted and evaporated, and the pellet was suspended in 100 pL of
sample buffer. Nonreducing SDS-PAGE was carried out in 12,5% polyacrylamide
resolving gel and 5% polyacrylamide stacking gel according to Singh et al. (1991) at 60
V over the night.

SSR analysis

Total genomic DNA was isolated according to a Cetyl trimethyl ammonium
bromide (CTAB) protocol described by Doyle and Doyle (1990). DNA quality was
tested using 0.8% agarose gel electrophoresis. After measuring DNA concentration with
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), samples were diluted to 50 ng/pl for PCR
amplification.

A number of five SSR primer pairs were screened and on the basis of this preliminary
data, two SSR primers were selected according to the quality of fragment amplification
(Table 2).

Table2. Sequences and link group of five microsatellite primers test Primer Linkage

Primer  Linkage group Motif Forward primer (5'to 3") Reverse primer (5'to 3")

AFcttl* 4 (CTT)9o(CAA)s CCCATCATCAACATTTTCA TTGTGGATTGGAACGAGT
AFctll 7 (CT12 GGACAGAGCAAAAGAACAAT TTGTGTGGAAAGAATAGGAA
AFct32* 3 (CT)a TTTTTGTCCCACCTCATTAG TTGGTTAGATTCAAAGGGTTAC
AFcal 4 (CT)a(CA)10 CGTATCAATATCGGGCAG TGTTATCAGAGAGAGAAAGCG
AFcall 6 (CA)u CTTGAGGGAACTATTGTTGAGT AACGTTTCCCAAAACATACTT

*Primers used in this study.

PCR amplification was carried out in a 20 pl final volume containing 3 pl of
genomic DNA (50 ng/ul) as template, 2.4 pl of INTP mix containing 2.5 mM of each
of the four nucleotides, 3 pl of 10 x reaction buffer, 1.2 pl of MgCl2 (25 mM), 1.8 ul of
each SSR forward and reverse primer (10 uM) and 0.3 pl of Tag DNA polymerase
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Thermo Scientific (2.5 U). The PCR conditions consisted of an initial denaturation at
95°C for 5 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 45 s, annealing at
55°C for 45 s and extension at 72 °C for 1 min, with a final 72°C extension for 10 min.
Amplification products (10 pl per lane) were resolved on 8% non-denaturing
polyacrylamide gel, using an acrylamide/bis-acrylamide ratio of 19:1 and a 0.5X TBE
buffer. Electrophoresis was performed at 175 V constant voltages, for approximately 2

h 30 min at 4°C, and revealed with ethidium bromide for 5 min.

DATA analaysis

Morphological characteristics were analyzed using the principal component
analysis (PCA). Mean, standard deviation (s.d) and coefficient of variation (CV) of the
morphological traits were computed. The correlation between morphological variability
and bioclimate was examined by another PCA including the most important ecological
parameters (Alt., Pm, Tm, TM and Q2). Phenetic relationships among accessions were
evaluated by UPGMA (Unweighted Pair- Group Method using Arithmetic Averages)
cluster analysis based on Euclidean distances. All analyses based on morphological

markers were performed using Statistical version 6.0 program.

For isozyme, protein and SSR analysis, electrophoretic profiles are compared
according to the mobility of obtained bands. The various samples studied are compared
in pairs and the genetic distances were computed using the Jaccard index. From the
calculated genetic distances, a hierarchical classification in UPGMA (unweighted pair

group method arithmetic average) was developed using the Xlstat 2014 software.
Results

Morphological markers

Morphometric characteristics analysis

Mean, range, sd and CV values of the morphological characteristics studied are
shown in Table 3. Area of the first leaf (AFL) was found to be the most variable
characteristic with CV of 58.38%. Twelve accessions showed AFL greater than the
overall mean. It ranged from12.19 mm to 40.68 mm with an average of 23.70 mm
across all accessions. Followed by SP with CV value of 2.31 %, whence the lowest SP
was 1.33, while the highest was 9.00. Seed size characteristics (LS and WS), DCOT and
BFL displayed the lower CV values with 0.11, 0.04, 0.49 and 0.30, respectively.
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A principal component analysis (PCA) was carried out on the twelve
qualitative traits (fig. 2a). This accounted for 80.8% of the total variation with 67.40%
and 13.42% for axis 1, 2 respectively. The component values of each variable were
projected in the two first principal components (PC1 and PC2). The majority of
characters are positively correlated to axe 1, except RW, which was negatively
correlated with all other characteristics (Table 4). The traits LP, WP, WTP, WTS, LS,
WS and SP, were highly correlated between them and had high loadings on PC1. LFL,
BFL and AFL characteristics displayed a relative correlation between them and
contributed to the formation of PC1 and PC2. The highest positive contribution (r
=0.937) was shown between LS and WTS; However, the highest contribution negative
(r =-0.932) shown between RW and WTP (Table 4).

Correlation between morphological characteristics and ecological parameters

For the purpose demonstrating the relationship between the studied
morphological characteristics and the bioclimate, another PCA was conducted taking
into account the five environmental characteristics and criteria (Alt, Pm, TM, Tm and
Q2) (fig. 2b). The first two axes represent 71.74% of the total difference (59.59% and
11.88% respectively). All properties form a group with a significant contribution to the
formation of PC1 on the positive side, while Alt and TM are negatively associated with
this axis. On the other hand, PC2 is mainly affected by PM, and is negatively associated
with DCOT. This variable distribution indicates a strong relationship between
morphological properties and the bioclimate. A very high positive correlation was
recorded between (Tm) and (WTP) with r = 0.706. On the other hand, there are negative
relationship links between (TM) and (WP), r = -0.557.
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Variables (axes F1etF2: 71,47 %)

® RW
0 it

F2(11,88%)

. DCOT
{Jours

-1 075 05 025 ] 2,25 0,5 0,73 1 -1
F1 [57,40 %:' , i 0,5 40,25 a0 0,23 0,5 0,72 1

(a) (b) F1(59,59 %)

Fig.2. Principal component analysis of twelve morphological characteristics (a) and

their relationship with ecological parameters (b).

Table 3. Mean, standard deviation and coefficient of variation of the twelve traits

analyzed on 28 accessions of M. truncatula.

Variable Min Max Mean s.d. CV (%)
LP (mm) 3,83 8,55 6,23 1,21 1,47
WP (mm) 513 10,23 6,65 1,28 1,64
WTP (g) 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

Min: Minimum, Max: Maximum, s.d.: Standard deviation, CV: Coefficient of
Variation, LP: Length of pod, WP: Width of pod, WTP: Weight of 30 pods, SP:
Number of seeds per pod, LS: Length of seed, WS: Width of seed, WTS:Weight of
thousand seeds, RW: Ratio weight of seeds/Weight of pods, DCOT: Emergence date of
cotyledons, LFL: Length of the first leaf, BFL:Breadth of the first leaf, AFL: Area of
the first leaf.
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Table 4. Correlation matrix between the twelve morphological characteristics analyzed.

Variables  LP WP WTP SP LS WS WTS RW DCOT LFL BFL AFL Alt Pm m ™ Q2
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 0916 1

WTS 0,878 0,802 0,878 0,544 0937 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 0475 0436 0474 -0,323 1

LFL 0,678 0,653 0681 0567 0663 0616 0,620 -0,632 0,069 1

BFL 0,412 0431 0416 0442 0383 0407 0442 -0,389 -0,007 0,662 1

AFL 0,605 0,615 0,602 0532 0578 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 0350 0,166 0,254 0,201 -0,352 0,003 0,445 0,254 0,358 -0,463 1

Tm 0,669 0615 0,706 0430 0535 0563 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 0478 0397 0479 0481 0321 0409 0,389 -0,539 0,106 0568 0,340 0,480 -0,667 0,928 0,670 -0,597 1

Cluster analysis based on morphological characteristics

Euclidean distances values based on the twelve quantitative traits were
represented in a UPGMA phenogram (Fig.3), which subdivided M. truncatula
accessions into six major clusters at distance level d = 4. The first cluster was the
largest, composed of 11 accessions belonging to different eco-geographic locations,
subdivided itself into tow sub-clusters at distance d = 3.8. Cluster 2 was composed of
five M. truncatula accessions (Mt10, Mt14, Mt 20, Mt22 and Mt27) at distance d=3.9,
characterized by a difference in distances between collection sites (some near and others
far), and at the level of their altitudes and their climate. At d=3.7, the third cluster
consisted of four accessions: Mt12 (Bourdj bouarriridj), Mt13 (Bourdj bouarriridj),
Mt18 (Blida) and Mt25 (Guelma), collected from central to eastern Northern Algeria
with bioclimatic stages vary from sub-humid to hyper-humid. The fourth cluster
embodied two accessions (Mt5 and Mt21) at d=2.3, representing two regions fairly
distant and ecologically close (sub-humid /humid, respectively). Finally, the two
accessions Mt8 (oum Bouaghi) and Mt23 (Medea) constituted each the fifth (d=5.1) and

the sixth (d=7.9) clusters, respectively.
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Fig .3. UPGMA dendrogram based on morphological characteristics of 25 accessions of
M. truncatula.

Isozyme markers

Zymograms for the two enzymatic systems studied (EST and GOT) and their
diagrammatic representations are presented in Fig.4. A total of five isozyme loci with
12 alleles and 20 phenotypes were recorded for the two enzymes analyzed. Three bands
were scored based on GOT enzyme system, attributed to two loci Gotl and Got2 with 2
(Gtl and Gt2) and 1 allozymes (Gt3), respectively (table 5). Where Gt3 was available in
all accessions (monomorphic), while the Gt2 was present in only one accession Mt26,
As for Gtl, it was present in all accessions except Mt26.

Three zones of activity considered as product of three EST loci with 9 allozymes
and 17 phenotypes, were observed among all M. truncatula accessions. In total, we
recorded 2, 3 and 4 bands for Estl, Est2 and Est3, respectively. Furthermore, both E4
and E8 bands were present in all accessions with the highest frequency value (1). As for
each of alleles E1, E3, E5 and E7 were found with 0.60, 0.60, 0.96 and 0.50
frequencies, respectively. The lowest frequency (0.1) was represented by the allozyme
E2, observed in four accessions (Mtl, Mt9, Mtl7 and Mt20), shared by remote

geographical areas.
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Fig.4. Zymograms of the enzymatic system EST (1) and GOT (2) for the 29 accessions
of the specie M. truncatula with their phenotypes: a) for EST, b) for GOT.

Table 5. Matrix presence/absence, mobilities and frequencies of allozymes of the 29

accessions of M. truncatula.

Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt

Loci )
oci Alleles = 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 ‘otal Freauencies
fqy B 1110001110 1010010100101 111001 16 06
£2 1000000010000 UO0TUO0GOT1QO0TGO0T1QO0TO00O0TO0TO0OTO0O0GO0O0 4 01
3 0000 10100010000 111111111110 11 16 06
Est2 E4 1 1 11111111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 29 1
&5 111 1111110111111 11111111111 1 1 28 09
g 0 0 1 000000011100 1000000000000 O0 5 g2
f3 E7 1 1001001010001 100110001100 11 1 14 g
E8 000 10 11010001000 10010 10001000 9 03
g 111111111111 11111111111 11 1 1 1 1 29 1
qu 1111111111111 1111111 111110111 28 o
Gotl
G2 0 0 00 O0O0O0OOOT OGO OGO OGO OGO OGO OGO OGO OGO OGO OGO OGO OO OGO OTI1O0UO0O0 1 003
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A genetic distance matrix based on the two enzymatic systems (EST and GOT)
was estimated according to Jaccard index. The higher genetic distance value (0.70) was
obtained between Mt26 and Mt10, which collected from two regions close
geographically, and ecologically (tablel). It is therefore represent the maximum of
divergence. Despite the fact that some of them were taken from geographically distant
areas; such as (Mt25/ Mt21), 17 pairs of accessions were completely similar (d=0.00);

while others are geographically and ecologically close, such as (Mt8/Mt2).

Interesting information in intraspecific variability is obtained with cluster
analysis. The UPGMA dendrogram based on distances matrix of the wise pooled
zymogram (fig. 5) showed the presence of three major clusters at d= 0.36. The first one
(d= 0.34) was the largest, composed of 21 accessions and subdivided into two main
sub-cluster ; the first sub-cluster contains 14 accessions belonging to different climates
(table 1) at a distance level of 0.23 ; the second sub-cluster comprised 7 accessions
(Mt11, Mtl16, Mt21, Mt25, Mt12, Mt3 and Mt13) belonging to different regions, at a
distance level of 0.26. The second cluster composed of 7 accessions at a distance level
of 0.25; it subdivided into two sub-clusters with an assembly not compatible with the
geographic environmental location. While the accession MT26 (setif) has been isolated

by an independent cluster at genetic distance level of 0.37.
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Fig. 5. Hierarchical classification in UPGMA of the 29 accessions of M. truncatula
based on enzyme polymorphism (Got-Est): 1) the first group, 2) the second group, 3)
the third group.
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Protein markers

Albumin electrophoresis

Analysis of the albumin fraction (Fig. 6) revealed 24 bands across all the
collections. The comparison between accessions showed a high variation in Albumin
frequencies. Where, only four monomorphic bands (A5, A9, A21, and A24); was
omnipresent in all the accessions at 100%. Followed by (A8, A17); that was absent in
only one accession; with frequency value of 0, 97. While the lowest frequency band

A19 (0.07); that detected in only two accessions (data not shown).
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L Zone C

Fig. 6. Albumin electrophoretic profiles obtained by SDS/PAGE in 29 accessions of M.
truncatula: a) Mtl to Mt15, b) Mt16 to Mt29, (T) = Control.

A genetic distance matrix based on Albumin data was estimated according to
Jaccard index. The smallest distance value of (d= 0.05) is observed between (Mt24 and
Mt23) collected from two regions close geographically; environmentally similar.
Followed by d= 0, 06, represented by four pairs of accessions, some taken from
geographically distant areas; such as (Mt29/ Mt28), and others are close geographically
and ecologically as (Mt21 / Mt17) (Chlef/ Alger). The higher genetic distance value of
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(d= 0.62) is obtained between (Mt29 / Mt1l), representing the great variation, where
these accessions represent two regions fairly distant. The majority of other accessions

showed intermediate levels of similarity.

The dendrogram based on Jaccard’s dissimilarity matrix of the pooled albumin
pattern (Fig. 7), showed the presence of four major clusters at d= 0.35. One includes
two accessions (Mtl, Mt7) belonging to a geographically close regions with a hyper-
humid climate at d = 0.29 .The second group composed of 12 accessions subdivided
into three sub-clusters at distance of d= 0.33 (Fig. 7) .The majority of these accessions
were collected in the eastern regions of the country .The accession Mt3 has been
isolated by a group independent at the high genetic distance of (d= 0.48). Fourteen
accessions belonging to different Eco-geographic locations; clustered together in the

fourth group, which was subdivided into several subgroups at d= 0.28.

Em

Fig .7. Dendrogram based on UPGMA clustering of albumin data showing relatedness
among the studied accessions of M. truncatula.

Globulin electrophoresis

By studying the electrical diagram of 27 bands, significant variability in globulin
frequencies was observed (fig. 8). Only nine bands were monomorphic (G1, G2, G12,
G13, G17, G18, G22, G23 and G27), they are ubiquitous in all accessions with a
maximum rate (1.00), which implies their dominance. Followed by bands G14, G16,
G26 and G25, with lower values, which vary between 0.82 and 0.96. Average
frequencies between 0.51 and 0.72 (G6, G10, G11 and G19) were also recorded. The
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lowest frequency of 0.03 bands (G3, G4 and G8), were found in accessions from eastern
Algeria (Setif, Constantine/Beni Hamidan, Constantine/Chettaba, respectively).
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Fig. 8. Globulin electrophoretic profiles obtained by SDS/ in 29 accessions of M.

truncatula: a) de Mtl & Mt15, b) de Mt16 a Mt29,(T)=Control.
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The variations among the 29 accessions of M. truncatula had been calculated from the
globulin records the use of the Jaccard distance as a coefficient. Data vary among 0.00 and
0.50, with a median of 0.23. A total similarity in globulin profiles became observed among 4
pairs of accessions: Mt24 and Mt18, Mt26 and Mt18, Mt29 and Mt20, Mt26 and Mt24, with
distance value 0.00. They were collected in relatively remote areas (Blida/ Ain Defla/
Tissemsilt/ Sétif/ Oran) and ecologically vary from hyper-humid to subhumid. On the other
hand, the highest genetic distance (0.50) was recorded for three pairs (Mt10/Mt21),
(Mt10/Mt22) and (Mt10/Mt23) collected in geographical areas with a different climatic

between (subhumid up to humid).

The formed UPGMA dendrogram (Fig. 9) from globulin analysis showed that all
accessions were split into six major groups at genetic distance coefficient d= 0.24. The first
organization (d = 0.21) had five accessions (Mtl, Mt3, Mt7, Mtl11l and Mt14) that belong to
relatively remote areas of eastern Algeria (Mela, Constantine/Bani Hamiden, Umm Bouagi,
Borg Bouarej and Bouayrah, respectively), with vital climatic phases varying from
hyperhumid to subhumid. The second group carried 19 accessions and is considered the
largest group at 0.22 distance, representing the entire north of Algeria (east to west). Followed
by the third group representig Mt3 and Mt4 at the smallest distance equal to 0.12. The fourth,
fifth and sixth groups included one accession each: Mt10, Mt23 and Mt27 at distances d =
0.33,d =0.25 and d = 0.30, respectively.

-
gz

2

Fig. 9. UPGMA hierarchical classification of the 29 accessions of M. truncatula based on
globulin polymorphism: 1) the first group, 2) the second group, 3) the third group, 4) the
fourth group, 5) the fifth group, 6) the sixth group.
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SSR markers

Among the five SSR markers selected for testing polymorphism in 25 accessions of M.
truncatula; three of them, did not produce any fragments. Two markers (AFcttl and AFct32)
produced 18 fragments, with 10 bands (17-187pb) and 8 bands (25-132 pb), with an average
of 4.32 and 3.32, for AFcttl and AFct32 respectively (Table 6). SSR banding patterns based
on each of the primers is given in Fig.10. The results showed significant variation in detected
frequencies, where 14 SSR polymorphic fragments were recorded out of 18.

A high variation recorded for AFcttl SSR primer with polymorphism value of 80%,
hence, only two monomorphic fragments (19 and 59 pb) among 10 detected; were
omnipresent in all the accessions. Followed a 100 pb fragment with frequency of 0.88; which
was missing in only 3 accessions. The lowest frequency fragment (187 pb) was observed only
one accession Mt13 (Bourdj bouarriridj). Regarding AFct32 SSR primer, the value of
polymorphism is 75.00%; whereas, among the eight bands detected; two fragments (34 and 25
pb) have been marked monomorphic; they are ubiquitous in all accessions with a maximum
frequency (1.00). The low frequency fragment with 30 pb size, was shared by only 3

accessions.

(a) (b)

MT Mtl M2 Mt3 Mtd MtS Mt6 Mt7 M8 Mt Mt10 M1l Mtl2 Mtl3 Mtl4 MT Mtl M2 Mt3 Mt4 MtS Mt6 Mt7 Mt8 MtO Mt10 Mtll Mtl12 Mtl3 Mti4

e —

Fig.10. Electrophoretic profiles of M.truncatula SSR bands revealed by AFcttl primer (a) and
AFctt32 primer (b).
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Table 6. Total number of amplified bands and polymorphism in 25 M. truncatula accessions
for each SSR marker.

Total no. of Average no.  Approx. band No. of Amount of
amplified bands ~ ©of bands size range (pb) polymorphic Polymorphism (%)
Loci bands
AFcttl 10 4.32 (3-6) 17-187 8 80
AFct32 8 3.32 (2-6) 25-132 6 75.00

Pairwise comparison was performed among all studied accessions. The average
Jaccard’s dissimilarity coefficient calculated from SSR data was assessed as d = 0.375. This
study highlighted some of the results that demonstrated the existence of eight pairs of
accessions: Mt2/Mt1, Mt5/Mtl, Mt5/Mt2, Mt15/Mtl, Mt15/Mt2, Mt15/Mt5, Mt17/Mtl16 and
Mt21/Mt18 were 100% similar. They were collected from geographically relatively remote
areas (Constantine/Mila/Bouira/Alger/Chlef/Blida) and ecologically ranging from hyper-
humid to sub humid, with elevation values of 584, 831, 144, 3, 70 and 135, respectively.
While the highest distance was observed between Mt18/Mt22 (Mascara/Blida) with d = 0.80.
These samples were collected from two environmentally remote sites (semi-dry and extremely

wet).

A UPGMA dendrogram based on SSR markers was drawn using Jaccard’s dissimilarity
coefficient (Fig.11). There were five main clusters at a distance d=0.4. The first cluster
(d=0.19) comprises seven accessions (Mtl, Mt2, Mt3, Mt5, Mt15, Mt17, Mt16) belonging to
the eastern region of the country (Constantine, Mila and Bouira), whose bioclimate stages
range from hyper-humid to sub-humid, with the exception of Mt16 and Mt17 (Algiers) from
the center of Algeria, which is a hyper humid to humid climate. The second cluster includes
seven accessions at a distance of d=0.39, belonging to relatively faraway regions of eastern
Algeria (Oum Bouaghi, Constantine, Bourdj Bouarriridj and Bouira), with bioclimatic stages
starting from great-weather humid to sub-humid, except that Mt9 taken from the northern a
part of Algeria (Tipaza) has a super humid climate. At distance of 0,26; The third cluster
includes six accessions accrued in areas from the center to the west of Algeria and belonging
to a moist weather, except Setif (Mt26 and Mt27) and Batna (Mt28) which represents the East
side, with a climate (humid and hyper humid) , with a maximum degree of genetic divergence
(d=0.5). Mt19 accession established the fourth group that is deemed independent of others.
The fifth institution consists of four accessions (Mt22, Mt23, Mt24 and Mt25) at the distance
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level of 0.25. These accessions have the particularity of being gathered in one of a kind
regions starting from the East through the center to the West of the country (Guelma, Medea,
Tissemsilet, Mascara) with a huge variety of bioclimatic ranges that varies from humid to

semi-arid.
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Fig. 11. Hierarchical UPGMA classification of 25 accessions of M. truncatula based

on SSR polymorphism.
Discussion

This study determined the genetic diversity of M. truncatula accessions collected in wide
range of climatic stages in Northern Algeria by using morphological, isozyme, protein and

molecular markers.

First, this is not the first report on the morphological and genetic diversity of Medicago
populations. Hence, Riday and Brummer (2004) assessed the morphological performance of
125 Medicago genotypes. Ping Li et al. (2009) reported that morphological estimations are

more dependent on environment and are more subjective than other measurements.

Result of this study confirmed the high degree of diversity among Algerian M. truncatula
accessions based on morphological characters; where, most of the twelve quantitative traits
used in terms of pod, seed and seedling traits, are important in differentiation of M. truncatula

genotypes. Moreover, fruit traits (pod and seed) are often used in several studies for
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distinguishing species of the genus Medicago L. (Heyn, 1963; Lesins and Lesins, 1979;
Quezel and Santa, 1962; Small and Jomphe, 1989). This high morphological variation within
these Algerian wild pool is possibly because the geographic extent that is represented. This
result has been documented previously by Haddiou et al. (2012) and EI Hansali et al. (2007),
when analyzing Moroccan M. truncatula population structure based on morphological traits.
The biodiversity of the specie M. truncatula is characterized by a high morphological and
genetic variability intra- and inter-populations and by an important homozygosity at the

individual level (Bonnin et al., 1996).

Pod size (LP, WP,), WTP, seed size (WS, SP, LS), WTS, seedling traits (LFL, BFL and
AFL) participated strongly to the discrimination of all accessions into six separate groups
since this clustering inconsistent with eco-geographic location of access .The significance of
these traits is demonstrated by their high burdens in the first principal component. LFL, BFL
and AFL displayed a relative correlation between them, similar results were found by Bonnin
et al. (1996) when analyzing M. truncatula population structure by quantitative genetic

markers.

Concerning the relationship between biometric characters and climatic factors the ACP
mark a certain ecological correlation, in fact it reveal a positive correlation between rainfall
and minimum temperature with the majority of biometric factors and negatively with altitude
and TM. Badri et al. (2007), has shown a correlation between quantitative traits and eco-
geographical factors. This result of the correlations between quantitative characteristics and
environmental factors is logical due to the different location of the heterogeneous selection.
Since, much study in Medicago L, showed positive correlation between morphological traits
and climatic factors (Abdelguerfi and Laouar, 1999; Al-Faifi et al., 2013; Zivkovic et al.,
2012).

The ability to observe allelic variation at isozyme loci has revolutionized research in the
fields of biochemical genetics (Weeden and Wendel, 1990). As result of this investigation, a
high genetic variability occurring within M.truncatula accessions for EST and GOT
enzymatic systems. Whence, a total of 12 alleles and 19 isozyme phenotypes were recorded
based on the two enzymes. Whereas, EST isozyme analysis resulted highest variability (three
loci with 17 types and 9 alleles) than GOT; which was more conservative (two loci and three
alleles attributed to 2 phenotypes). EST is thus considered to be the most appropriate enzyme
system for assessing genetic variability. According to Weeden and Wendel (1990), EST is one
of the enzymatic systems with a high polymorphism in plants.
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On the other hand Comparative analysis of seed protein profiles was a powerful tool for
specie identification, clarification of classification and evolution problems, and study of
genetic diversity (Ladysynski and Himowitz, 1979). Several researchers examined the
usefulness of the seed protein file for classification and evolutionary purposes (Boulter et al.
1966). Boulter, Thorman and Turner (1966) highlighted the advantages of electroacrylamide
gel to separate plant protein. The SDS-PAGE method is a suitable technique for
distinguishing varieties and is successfully used in the assessment of genetic diversity
(Amouri el al. 2014).

The protein label SDSPAGE (albumin and globulin) showed intra-specific heterogeneity,
with 24 and 27 bands of albumin and globulin, respectively. The frequency range of these
bands (0-100%) reflects the enormous diversity within the specie. This is due to the fact that
these populations do not live in the same climate and therefore have different conditions.
Similarly, protein formation can be dependent on Mahnane's climate genetic and agricultural
factors (Mahnane, 2009).

However, the features of protein in the different genotypes of M. truncatula show that
there are quantitative and qualitative differences (Ladizinsky and Hymowitz, 1979), which is
very stable and sometimes species-specific (Boulter et al., 1967; Johnson et al., 1965). These
same authors, showed a variation in the number, location and intensity of bands in the entry of
M. truncatula, and so we could say that these bands are controlled by a quantum genetic
system. Nevertheless, we found a certain degree of similarity between some types of M.
truncatula joined. This indicates that despite environmental and genetic differences, the
features of the protein were very similar (Le Signor et al., 2005). This is what Osborne (1924)
showed that similar proteins are found only in seeds closely related from a plant point of

view.

Technological advances in recent years have provided a large number of molecular
methods and markers for basic and applied biology. The SSR method "simple sequence
replication™ or micro-satellites have proven to be very useful in marking, genetic diversity
analysis and population genetics analysis in many species (Gupta 2000; Budak et al., 2003).
SSRs have been significantly developed in M. truncatula and Lotus japonicus, two typical
types of pulses. In the Medicago six programmers, the number of micro-satellite markers
available exceeds 1 000 (Diwan et al., 2000; Baquerizo-Audiot et al., 2001; Eujayl et al.,
2004; Cho et al., 2009).
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Molecular marking techniques have the ability to study various accessions with distinction.
The large number of alleles also facilitates population studies. By examining a basic range of
Algerian species with two micro-satellite sites, we revealed a significant genetic difference in
Medicago truncatula types. SSR genotype data for 25 accessions (genetic profiles) belonging
to M. truncatula were analyzed two (AFcttl and AFct32) of the five SSR marks resulting in a
total of 18 fragments, with 10 bands and 8 bands for AFcttl and AFct32, respectively. This
result was therefore expected given the power of micro-satellite markers to show high
mutation rates, which generally reveal fairly high amounts of multiple shapes, especially
when used at the species level (Ronfort et al., 2006). In contrast to our results, only one allele
per plant was observed using the same SSR site in annual medics (Falahati Anbaran et al.,
2006). This is not surprising since annual Medicago species are self-fertilizing and it is known
that self-fertilization decreases gene flow and consequently increases local differentiation

between populations (Charlesworth, 2003).

Interesting information in intraspecific variability on the accessions of M. truncatula is
obtained with dendrogram based on Jaccard’s index generated from every marker binary data
matrix. The mean Jaccard’s indices; ranged from 0.00 and 0.70 with an average of 0.29 for
isozyme markers; varied from 0.05 to 0.62 with an average of 0.32 for albumin, and between
0.00 and 0.50 with an average of 0.23 for globulin; Also, ranged from 0.00 to 0.714 with an
average of 0,375 for SSR markers. This wide range of similarity indices confirmed the high

degree of diversity among these populations at all these levels.

As we can mention, combining different accessions according to multiple albumin formats
highlighted a relative relationship with their geographic environmental origins. In contrast, the
other markers based subdivision was not clearly associated with geographical environmental
assets to join. Similar results were found by Haddioui (2012) In Morocco M. truncatula
genotypes, noted that populations did not cluster on the basis of eco-geographic location
(Haddioui et al., 2012).

This high genetic variability in M. truncatula accessions is justified by the autogamy of this
specie; in fact, this result is consistent with many studies of Medicago populations (Bullitta et
al., 1994; Chandra et al., 2011; Cherifi, 1996; Haddioui et al., 2012; Jenczewski et al., 1999a,
1999b).

In conclusion, the Algerian M. truncatula studied revealed a considerable genetic diversity

at morphological, biochemical and molecular levels. This can allow a better understanding of
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the evolution of these characteristics in this specie. In addition, may be a good genetic source

for other improvement programs.
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SYNTHESE ET CONCLUSION GENERALE

Rappelons que la démarche entreprise repose sur plusieurs approches morphologiques,
enzymatiques, protéiques et moléculaires pour mieux comprendre la diversité génétique
au sein des populations naturelles de Medicago truncatula.

Cette synthése aborde les caractéristiques des populations, leur différenciation
génétique, les relations entre accessions et la corrélation entre les différents marqueurs

utilisés pour 29 accessions de M. truncatula.

La population échantillonnée correspond a 29 accessions appartenant a I'espéce M.
truncatula, collectées sur 29 sites écogéographiques différents dans le nord de I'Algérie.
Cette série couvre un large éventail d'étages bioclimatiques, d’humide a sec, et connait

diverses limitations abiotiques.

Un total de 24 accessions de M. truncatula ont été évaluées morphométriquement a
I'aide d'un comparateur a cadran avec une précision de 0,01 mm. Pour chaque accession,
12 caractéres quantitatifs liés aux graines, aux gousses et aux cotylédons ont été analysés
- taille des gousses, taille et poids des graines a 1000 graines (WTS) et rapport poids des
graines sur poids des gousses (RW). Cette étude a montré des différences relatives entre
les parametres biométriques sous I'influence de facteurs environnementaux et climatiques,
et a permis d’identifier les critéres morphologiques les plus discriminants. En effet, la
plupart de ces caractéres ont participé fortement & la discrimination de toutes les
accessions dans six groupes distincts. Ce regroupement s’est avéré incompatible avec

I’emplacement éco-géographique des accessions.

Sur la base des résultats obtenus (tableau 3), la surface de la premiére feuille (AFL) est
la plus variable avec une moyenne de 23,70 m? et un facteur de variation égal a 58,38%.
Suivie par SP avec une moyenne de 5,47 et un facteur de variation de 2,31%. Quant au

poids de mille graines (WTS) oscillaient entre 2 g et 5 g.

Les traits utilisés en biométrie sont de nature polygénique et impliquent des niveaux
phénotypiques complexes qui peuvent étre influencés par I'environnement ainsi que
sélectionnés. Ainsi, les caractéres biologiques, surtout s'ils sont peu nombreux et ne
concernent que peu d'aspects du développement, comme c'est le cas ici, peuvent fournir
des indications sur la diversité du milieu colonisateur et les pressions de sélection subies

par les especes étudiées.
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L’approche enzymatique a montré une grande diversité génétique au sein de I’éspece
M. trancatula. Les deux systemes enzymatiques EST et GOT étudiés ont généré 12
bandes est 19 phénotypes. Les estérases ont révélé 9 bandes reparties a travers trois loci
produisant 17 phénotypes. Par conséquent, ce systéme enzymatique s’est avéré plus
polymorphe que la glutamate oxaloacétate transaminase avec 3 bandes, réparties en 2 loci
produisant 2 phénotypes. La grande variabilité des estérases par rapport aux autres
systemes enzymatiques a été confirmé dans plusieurs recherches (Lange et
SchifinoWittmann 2000; Malaviya et al. 2005). Au niveau des protéines, un nombre élevé

de bandes a été enregistré pour les albumines (24 bandes) et les globulines (27 bandes).

L’importance de la diversité¢ interspécifique par les marqueurs enzymatiques et
protéiques a été démontrée par la topologie des dendrogrammes issues de chaque
marqueur. Les coefficients de la distance génétique sont basés sur la variation

enzymatique, varient entre 0.00 et 0.70 avec une moyenne de 0.29.

Quant aux protéines, les coefficients de Jaccard s’étendent de 0.05 et 0.62 avec une
valeur moyenne d= 0.32 pour les albumines et de 0.00 et 0.50 avec une moyenne de 0.23
pour les globulines. Dans le cadre de cette étude, nous avons constaté un certain degré de
similitude entre certaines accessions de M. truncatula. Des études antérieures au niveau
intrinseque ont également révélé que, malgré les différences écologiques et génétiques,

les caractéristiques de la protéine sont trés semblables (Le Signor et al. 2005).

En ce qui concerne les microsatellites, les deux amorces analysées (AFcttl et
AFct32) ont permis d’identifier une grande diversité génétique. Un total de 18 bandes
allant de 17 a 187bp a été recense, avec 10 et 8 bandes pour AFcttl et AFct32,
respectivement. Ce résultat était prévisible vu le taux élevé de mutations qui caractérise
les marqueurs microsatellites, ce qui généralement révéle un assez grand polymorphisme
(Ronfort et al. 2006). L importance des marqueurs moléculaires a été démontrée par la
topologie du dendrogramme. Les coefficients de dissimilarité de Jaccard variaient de 0.00
a 0.714 avec une moyenne de 0.375.
Conclusion
Ce travail de caractérisation génétique n’est pas une fin en soi. Il n’est qu’un début et
complément pour des recherches qui vont dans le sens de la valorisation des ressources

génétiques des especes appartenant aux genres Medicago. Des études complémentaires
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basées sur d’autres marqueurs (cytogénétiques, morphologiques, moléculaires,...) seront

intéressantes pour enrichir ce travail.

Les données fournies par les marqueurs utilisés dans cette étude sont parfois
contradictoires. Il serait nécessaire d’utiliser un plus grand nombre de caractéres de
chaque marqueur et de les appliquer a un plus grand nombre d’accessions, afin d’avoir

des précisions sur les relations évolutives de ces derniéres.
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ANNEXE 1. Distance morphologique entre les accessions de M truncatula.

Mtl Mt2 Mt3 Mt5 Mt6 Mt8 Mt9 Mtl0 Mtll Mtl2 Mtl3 Mtl4 Mtl5 Mtle Mtl7 Mtl8 Mt20 Mt21 Mt22 Mt23 Mt24 Mt25 Mt26 Mt27

mMt1 00 27 59 193 24 58 51 105 35 158 140 113 3.2 2,0 30 121 89 175 11,1 251 21 173 41 7,8

mt2 00 44 17,7 31 76 41 90 18 144 125 97 1,7 3,5 37 110 77 160 100 238 26 158 52 63
mt3 00 149 6,6 101 52 6.2 38 128 10,7 65 46 6,7 75 95 75 136 96 216 62 143 89 51
mt5 0,0 19,7 245 150 92 163 63 6,2 85 179 202 211 85 119 24 108 79 197 61 205 118
Mt6 00 66 54 11,3 41 160 143 119 29 2,5 23 12,7 92 180 11,1 256 1,7 17,7 32 872
mt8 00 105 155 88 215 195 163 7.8 51 51 175 144 229 169 305 59 228 76 133
mMt9 00 69 29 116 94 78 47 57 6,6 7,7 45 132 69 20,7 53 129 59 41
Mt10 0,0 7,6 7,8 55 2,3 95 115 124 47 54 78 66 156 11,1 86 124 40
mMt11 00 129 111 83 24 43 50 94 6,2 146 87 223 3,7 144 57 48
Mt12 00 34 75 146 168 17,6 55 78 46 57 106 162 38 163 83
mt13 0,0 55 128 149 157 3,6 61 43 49 11,7 143 48 147 66
mt14 00 98 122 132 55 64 75 73 155 11,7 9,0 133 47
Mt15 0,0 35 38 114 82 164 104 242 25 163 54 66
Mt16 0,0 22 130 98 185 122 262 13 183 40 88
mt17 0,0 141 106 194 128 271 18 191 38 96
mMt18 00 41 65 44 134 127 60 129 54
Mt20 00 99 32 169 93 89 92 36
mMt21 0,0 87 83 180 43 186 10,0
Mt22 00 151 116 73 110 50
mt23 00 257 88 258 178
mt24 00 178 38 82
Mt25 00 17,8 10,0
Mt26 00 92

Mmt27 0,0
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ANNEXE 2. Caractéres morphologiques et des parametres écologiques des
populations de M. truncatula.

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

1 Mtl 5,68 6,83 1,86 4 341 1,76 4,04 2,03 1 6,01 2,81 16,89 795 454 19 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 4,88 553 1,26 1 2,80 1,44 3,19 2,53 1 519 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 31,4 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 25 31,3 67,65
9 Mtl1l 547 5,66 2,20 5 3,39 1,77 3,98 1,81 1 7,38 2,67 19,70 831 742 4.4 31,1 95,32
10 Mt12 7,86 7,72 421 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 28,4 121,57
12 Mt14 4,76 517 1,50 5 3,08 1,62 3,34 2,23 1 7,31 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 2 573 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 7,91 3,55 28,08 504 409 31 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 8,4 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 25 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 10,23 554 6 4,14 2,14 6,53 1,18 2 10,17 4,00 40,68 281 368 7,5 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 8,21 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 1,97 452 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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ANNEXE 3. Matrice présence/absence, mobilités et frequences des albumines des 29

accessions de M. truncatula.

fréque
nce

Mobilit¢ MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT

(cm)
5,5

somme

Bandes

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

9

8

2

1
0

0,55

16

Al

0,45
0,34
0,17
1,00
0,10
0,62
0,97
1,00
0,48
0,38
0,34
0,72
0,90
0,34
0,93
0,97
0,93
0,07
0,48
1,00
0,62
0,83
1,00

13
10

0
0
0

59
6,3
6,5
7,4
8,2
8,4
8,7

A2

A3

A4

29
3

A5

A6

18
28
29
14
11
10
21

A7

A8

A9

0

A10 9,3
All
Al12
Al13
Al4
Al5
Al6
Al17
Al18
Al19
A20
A21
A22
A23
A24

9,8
9,9
10
10
10
11
11
12
13
13
13
14
14
15

26
10
27
28
27

14
29
18
24
29
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ANNEXE 4. Matrice présence/absence, mobilités et fréquences des globulines des 29
accessions de M. truncatula.
Ban Mobilitt MM MMMMMMM Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Som Fréqu
des (cm) t1 t2t3t4t5t6t7 t819 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 me ence
G1 1,16 111111111111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 29 1
G2 1,71 111111111111 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 29 1
G3 2,6 0000O0OO0OOO0OO0OO O O O O OO O O O O O O O0OO0OO0OTUO0OT1 o0 o 1 0,03
G4 3,08 001000O0OO0OO0O O O O O OO O O OO O O O0OOUOTUOO O O O 1 0,03
G5 4,61 0oo01000O0O0OO0O 1 0 0 1 0 0 0O 0 0 0O 0O 0O 0O O OO O O O 3 0,1
G6 4,79 1000001110 1 0 01 1 1 1 1 0 0 O O 111 0 1 1 1 0 15 0,51
G7 5,23 1010001000 121 0 0 1 O 0 0 0 1 0 1 0 0 0 O0 0 0 1 O 8 0,27
G8 5,52 000100O0O0OO0O O O O O OO O O OO O O O0ODO0OUOUOOO0O O O 1 0,03
G9 7,26 0oo00110000O O O O O O0OOUO O O O O 0 0 0 0 0 0 O0 O 2 0,06
G10 7,44 co10001001o011 0 1 111 1 111111 1 1 1 1 1 21 0,72
G11 7,8 11111111111 1 1 1 1 0 0 O O O OO OO O O O O O 15 0,51
G12 8,13 111111111111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 29 1
G13 8,42 111111111111 11111 1 1111 1 1 1 1 1 1 1 29 1
G14 8,68 1112001121110 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 O 1 1 24 0,82
G15 9 oo0oo0o01000O0O O 1 0 0 0 0O 1 o 0 0 01 1210 0 0 O0 1 O 6 0,2
G16 9,22 111111111111 11111 1 11 1 0 1 1 1 1 1 1 1 28 0,96
G17 9,47 111111111111 11111 1 1111 1 1 11 1 1 1 29 1
G18 9,73 1111111111111 1111 1 111111 11 1 1 1 29 1
G19 10,52 ocoo0oo0o0o00101o0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 15 0,51
G20 10,89 o0oo0o00O0O0O0OO0OO0OO0OT1 0 O O 0O OO O O O O O O O O OO 1 o0 O 2 0,06
G21 11,18 0o000O0OO0O01O0O01 0 O 0 0O 0O O O O O OO O O O OO O 1 0 3 0,1
G22 11,78 1111111111111 11111 1 111111 11 1 1 1 29 1
G23 13,86 111111111111 11 111 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 29 1
G24 14,08 0000O0OO0O1O0O0OT1 0 O O 0O OO O OO OO O O O OO O O O 2 0,06
G25 14,76 1 0111110101111 0 0111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 24 0,82
G26 16,43 111111111111 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 27 0,93
G27 16,67 111111111111 11 111 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 29 1
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ANNEXE 5. Révélation des enzymes
D’apres Bendiab et al. 1993
Estérases (EST). E.C. 3.1.1.
- 0.03 g a-Naphtylacétate (se dissout dans I’acétone a 50%)
- 100 ml (g.s.p) de tampon Tris-HCI 0,05 M, pH 7,2
Incuber 15 minutes & 37°C.
- Rincer le gel deux fois avec de I’eau courante
Incuber 20 min dans la solution de coloration :
- 0.14 g Fast Blue RR salt
- 25 ml de tampon Tris-HCI pH 7,2
- 100 ml (g.s.p) H20.
Glutamate Oxaloacetate Transaminase (GOT) = Aspartate aminotransferase (AAT).
E.C.26.1.1
- 0.25 g Acide -L- Aspartique
- 0.1 g Acide alpha-cétoglutarique
- 50 ml de tampon Tris-Hcl 0,5 M, pH 7,2
- 100 ml (g.s.p) H20

Incuber 15 min a 37°C puis rincer avec de 1’eau courante et rajouter la solution de

coloration :

- 0.2 g Fast Blue BB

- 25 ml de tampon Tris-Hcl 0,5M, pH 7,2
- 100 ml (g.s.p) H20

Incuber a 37 °C jusqu’a I’apparition des bandes.
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ANNEXE 6. Séparation des albumines et des globulines par SDS-PAGE

Solutions pour la préparation des gels

Tampon Tris-HCI pH : 8,8 (Conserver a 4°C)

- Tris 60.57 g

- Eau distillé ~ 400 mL

- Ajuster a pH 8,8 avec du HCI fumant ~ 8 a 10 mL

- Eau distillée Qsp 500 mL

Tampon Tris-HCI pH : 6,8 (Conserver a 4°C.)

- Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 30.285 g

- Eau distillée ~200 mL

- Ajuster a pH 6,8 avec du HCI fumant ~ 19,5 mL

- Eau distillée Qsp 250 mL

Solution stock de SDS a 10% Stocker a temperature ambiante
- Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 1 ¢

- Eau distilléee Qsp 10 mL

Solution d’ammonium persulfate (APS) a 1%(A préparer le jour méme)
- APS (stocké au frigo) 0,2 ¢

- Eau distillée Qsp 20 mL

Gel de seéparation (migration= running gel) a 12,52%
- Acrylamide 40% 12.4 mL

- Bisacrylamide 2% 2.4 mL

- Eau permutée 8.6 mL

- Tampon Tris-HCL pH 8.8 15.2 mL
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- SDS 10% 0.4 mL

-APS 1% 1 mL

- TEMED 0.02 mL

- Volume total 40 mL

Gel de concentration (stacking gel) a 5%
- Acrylamide-bisacrylamide (30 : 0.8) 0.5 mL
- Eau permutée 3.25 mL

- Tampon Tris-HCL pH 6.8 1.25 mL

- SDS 10% 0.14 mL

- APS 20% 25 pL

- TEMED 4 puL

Tampon d’électrophorése (Stocker a température ambiante)

- Glycine 70.55 g
- Tris 159

- SDS 5¢g

- Eau distillée Qsp5L

Le tampon des cuves doit étre renouvelé lorsque le voltage dépasse 500V en fin de migration
(environ 20 utilisations), prévoir 4 litres par cuve. Prévoir 1 litre pour le bac supérieur a

chaque électrophorese

Solution de coloration (pour les gels monodimensionnels), a préparer le jour méme

-TCA 30¢g
- Solution mére de Bleu de Coomassie R250 12.5 mL
- Eau distillée Qsp 250 mL

Bien mettre en agitation avant utilisation
Solution mere de Bleu de Coomassie R250

- Bleu de Coomassie R250 10g
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- Ethanol 95° QspllL

Laisser en agitation au moins 2 heures. Filtrer cette solution avec un filtre plisse n°3.
Attention : mettre en premier l'alcool dans le bécher avec un barreau aimanté en agitation,
puis mettre le bleu de Coomassie dans le bécher en agitation (sinon le bleu prend en masse au

fond du contenant).
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ANNEXE 7. Protocole de germination

-Mettre les grains dans 5 volumes de I’acide sulfurique (H2SOa4), concentré pendant 8 min
avec une agitation intermittente.

-Mettre les grains dans 5 volumes de 5% de sodium hypochlorite pendant 3 min -
Décanter I’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/l) (6.7% d’agar) et incuber a 4°c

pendant 3jours, puis a 14°c pendant 24 heures a I’abri de la lumiere.
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ANNEXE 8. Extraction de I’ADN

D’aprés la méthode de Doyle et Doyle 1990.
- Préchauffer le tampon CTAB 2X additionné de Beta-mercaptoéthanol dans un bain marie
a 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 rpma 4 °C.

- Récupérer le surnageant (= 800 puL) dans un nouveau tube d’eppendorf de 2 mL (stocker

le culot a 4 °C a I’abri de la lumiéere).
- 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 supérieur a ’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, répéter cette la derniére étape :

- 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 supérieur a I’aide de

micropipette P1000 et la mettre dans un nouveau tube d’eppendorf.

- Ajouter 3 a 5 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 1’apparition d’une pelote blanche.
- Laisser précipiter a -20 °C pendant 5 a10 min.

- Centrifuger 10 min & 10000 rpm & 4 °C.

- Eliminer le surnageant trés 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 rpm a 4 °C

- Eliminer le surnageant et ajouter 500 ul 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.

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

- Na2 EDTA 7.44 g 20 mM

-NaCl81.8g14 M

-PVP 40109 1% (p/v)

-H20upQsp 1L
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- Commencer par dissoudre le CTAB a la chaleur (50°C) dans 800 ml d’eau up, puis
ajouter dans l’ordre les autres produits. - Ajuster le pH a 8.0 avec 'HCl 1 M, puis

compléter le volume a 1 litre. - Stériliser 15-20 minutes a ’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

-H20upQsp 1L

- 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 température 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 congélateur a -20 °C.
Solution Lavage 1

- Acétate de Sodium 1.6 g 200 mM

- Eau distillée 24 mL

- Dissoudre I’acétate de sodium avant d’ajouter 1’éthanol

- Ethanol 100 % Qsp 100 mL

TE 1X (pH 8)
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- Tris de base 0.12 g 10 mM

-Na2 EDTA0.04 g1 mM

- H20 up Qsp 100 ml

- Ajouter de I’H20 up jusqu’a 90 % du volume

- Ajuster le pH a 8.0 avec ’'HCI fumant.

- Compléter le volume.

- Stériliser 15-20 minutes a 1’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 9. CONTROLE DE QUALITE « Electrophorése sur gel d’agarose »

- Préparer un gel d’agarose 0.8% dans du TBE 1X

- Déposer 5 pL (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 securité
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ANNEXE 10. 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 uL

- MgCI2 25 mM 1.2 uL

- ANTP mix 10 mM 2.4 pL

- Amorces (sens et anti-sens) 10 uM 1.8 uL
- Taq (2.5U) 0.3 uL

- ADN (50 ng/uL) 3 uL

Volume finale 20 pL

Réaliser ’amplification selon le programme suivant :

Etape Température °C Temps Nombre decycles
Dénaturation initiale 95 5 min. 1
Dénaturation 94 455
Hybridation 55 45
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 uL

-TEMED 10 pL
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Tampon TBE 10X

- Tris 108 g

- Borate 55 g

- EDTANa2 7.44 g

- Eau distillée Qsp 1 L
Tampon de migration

- TBE 0.5X

Solution de révélation

- BET (2mg/mL) 100 puL.
- Eau distillée 100 mL

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

nitrile.
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Résumé

Cette étude a été réalisée pour identifier les similarités et les différences entre 29
accessions de ’espece Medicago truncatula, qui ont été collectées dans différents sites
éco-géographiques représentatifs du Nord Algérien, en utilisant des marqueurs
morphologiques, proteiques, enzymatiques et moléculaires. Pour I'analyse
morphologique, des analyses en composantes principales (PCR) ont été réalisées a
travers 12 caractéres biométriques, la majorité de ces caractéres contribuent a la
discrimination des accessions étudiées et présentent une forte diversité genétique entre
les populations étudiées et montrent une certaine corrélation éco-géographique. Pour
I'analyse biochimique, la variabilité des deux systémes enzymatiques EST et GOT et
des fractions d'albumines et de globulines a été analysée par la technique
d'électrophorése sur gel de polyacrylamide. L'évaluation montre que l'analyse des
isozymes EST a donné lieu a la plus grande variabilité (trois loci avec 17 types et 9
bandes) que GOT (deux loci et trois bandes attribuées a 2 phénotypes), D'autre part, les
résultats ont démontré une grande variabilité des protéines d'albumine et de globuline
dans cette espéce, avec 24 et 27 bandes ont été détectées pour les deux fractions
respectivement. En ce qui concerne les microsatellites, une forte variation enregistrée
pour les deux amorces analysées (AFcttl et AFct32), produit 18 fragments allant de 10
et 8 bandes pour AFcttlet AFct32 respectivement. Les dendrogrammes bases sur
I'indice de Jaccard ont montré des larges gammes d'indices de similarité pour les
différents marqueurs analysés, ce qui confirme le haut degré de diversité entre ces
accessions. En revanche, une faible association avec l'origine géographique des
accessions a été observée. Les résultats montrent qu'il existe une diversité génétique
entre les populations de M. truncatula en Algérie. La détermination de cette différence

est attribuée aux marques utilisées.

Mots clés : Medicago trancatula, diversité génétique, traits morphologiques,

protéines, isozymes, marqueurs moléculaire.



Résumés

Abstract

This study was carried out to identify similarities and differences between 29
accessions of the species Medicago truncatula, which were collected in different eco-
geographic sites representative of the Algerian North, using morphological, protein,
enzymatic and molecular markers. For the morphological analysis, principal component
analyses (PCR) were carried out through 12 biometric characters, the majority of these
characters contribute to the discrimination of the studied accessions and present a strong
genetic diversity between the studied populations and show a certain eco-geographical
correlation. For the biochemical analysis, the variability of the two enzyme systems
EST and GOT and of the albumin and globulin fractions was analyzed by the
polyacrylamide gel electrophoresis technique. The evaluation shows that the analysis of
EST isozymes gave rise to the greatest variability (three loci with 17 types and 9 bands)
than GOT (two loci and three bands attributed to 2 phenotypes), On the other hand, the
results showed a great variability of aloumin and globulin proteins in this specie, with
24 and 27 bands were detected for the two fractions respectively. Regarding
microsatellites, a strong variation recorded for the two primers analyzed (AFcttl and
AFct32), producing 18 fragments ranging from 10 and 8 bands for AFcttland AFct32
respectively. Dendrograms based on Jaccard's index showed wide ranges of similarity
indices for the different markers analyzed, confirming the high degree of diversity
among these accessions. On the other hand, a weak association with the geographical
origin of the accessions was observed. The results show that there is a genetic diversity
between the populations of M. truncatula in Algeria. The determination of this

difference is attributed to the marks used.

Keywords: Medicago trancatula, genetic diversity, Morphological traits,

Proteins, isozymes, Molecular markers.
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