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INTRODUCTION

L’Algérie se distingue par une remarquable diversité de climats et de milieux naturels,
résultant de fortes variations de température, d'altitude, de précipitations et de caractéristiques
édaphiques telles que la texture et la salinité des sols. Ces conditions ont favorise le
développement d'une flore riche et variée, comprenant de nombreuses espéces végétales a
vocation fourragére, alimentaire ou médicinale. Certaines sont endémiques, d’autres sont

exploitées pour leurs vertus nutritionnelles ou thérapeutiques (Armani, 2006).

Du littoral méditerranéen aux montagnes de 1’ Atlas et jusqu’aux étendues sahariennes, la
diversité floristique algérienne est directement liée aux facteurs géographiques et
environnementaux (Boukri, 2017 ; Sakhraoui et al., 2020). On y recense environ 3 139 especes
végétales réparties en 5 402 taxons (Quézel et Santa, 1962), une richesse qui reflete la

complexité des biotopes du pays.

Parmi les familles botaniques majeures, les Fabaceae (légumineuses) occupent une place
importante. Elles comprennent des plantes annuelles ou pérennes, des arbustes et des arbres
(Tahkoubit, 2018), et se distinguent par leur capacité a fixer I’azote atmosphérique, enrichissant
ainsi naturellement les sols (Meriane, 2018). La famille, répartie en trois sous-familles
principales (Mimosoideae, Caesalpinioideae, Papilionoideae), compte plus de 20 000 especes
(Doyle et Luckow, 2003), dont certaines sont couramment consommées (haricots, lentilles,
pois, feves, arachides), tandis que d’autres, comme la luzerne ou le soja, sont utilisées dans

I’alimentation animale.

Au-dela de leur intérét nutritionnel, les légumineuses jouent un role essentiel dans les
domaines industriel, économique, écologique et agronomique. Elles représentent une source
importante de protéines, fibres, vitamines et composés azotés. Cependant, leur étude reste
complexe en raison de la taille importante de leur génome (Barker et al., 1990 ; Handberg et
Stougaard, 1992).

Dans ce contexte, M. ciliaris, légumineuse annuelle du bassin méditerranéen, présente un
intérét croissant, elle se distingue par une importante variabilité morphologique et génétique,
tant intra qu’interpopulation. Cette diversité est renforcée par une forte homozygotie au niveau
individuel, caractéristique favorable pour les études génétiques et les programmes de sélection.
De plus, sa capacité a s’adapter aux conditions climatiques difficiles en fait un excellent modele

pour les recherches sur la tolérance au stress et la durabilité des systemes agroécologiques.

Ainsi, M. ciliaris constitue une ressource génétique précieuse pour le développement

durable de I’agriculture, notamment dans les zones arides et semi-arides.

1



INTRODUCTION

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la diversité génétique de différents
écotypes de ’espeéce M . ciliaris, récoltés dans plusieurs régions du Nord de I’ Algérie selon un
gradient bioclimatique. Cette évaluation repose sur I’analyse de marqueurs morphologiques
(caracteres biométriques) et moléculaires (microsatellites), a ’aide de la technique PCR et de

I’électrophorese sur gel de polyacrylamide.
Le présent travail s’articule autour de trois grandes parties :

+ La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique. Elle présente la
famille des Fabaceae (légumineuses), leur importance agronomique, écologique et
alimentaire, ainsi que leur situation en Algérie. Un accent particulier est mis sur le
genre Medicago L. et plus spécifiquement sur M. ciliaris, Cette partie aborde
également les notions de diversité génétique, ses enjeux, et les outils disponibles

pour son évaluation, notamment les marqueurs morphologiques et moléculaires.

+ Ladeuxiéme partie décrit le matériel végeétal utilisé, a savoir les différents écotypes
de M. ciliaris, ainsi que les méthodes mises en ceuvre pour leur caractérisation. Elle
détaille les approches expérimentales employées, de I’extraction de ’ADN a
I’amplification par PCR, jusqu’a I’analyse électrophorétique des marqueurs

microsatellites.

+ La troisieme partie présente ’analyse des résultats obtenus, accompagnée de leur
interprétation et discussion. Elle met en évidence les variations génétiques intra-
populationnelles et inter- populationnelles observées, leur signification biologique,
et leur implication dans les programmes de sélection et de conservation. Cette étude
se conclut par une synthése générale et propose des perspectives de recherche
futures autour de I’utilisation durable de cette ressource génétique dans les systémes

agro écologiques méditerranéens.
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1. Présentation sur les légumineuses

La famille des Fabacées (ex. Légumineuses) est l'une des plus importantes du régne végétal
(Ozenda, 1991), communément appelée fabales, comptent 750 genres et 20000 especes environ,
réparties sur une aire géographique diversifiée (Cronk et al., 2006). Dans I’ Algérie on enregistre

53 genres et 339 especes (Quezel et Santa, 1962).

Les Fabacées regroupent des plantes d’importance économique et agricole comme le soja,
les pois, les lentilles, les haricots, le pois chiche, ainsi que des plantes ornementales et

forestiéres telles que la glycine, le mimosa et le palissandre.

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille des Fabacées
(Leguminosae), qui représentent la troisieme famille de plantes par le nombre d'especes

référencées apres les composées Astéracées et les orchidées. (Schneider et al. 2015).

Elle des plantes capables de fixer 1’azote atmosphérique grace a une symbiose avec les
bactéries du genre Rhizobium présentes sur leurs racines. Cette capacité leur permet d’améliorer
la fertilité des sols et de réduire l'utilisation d’engrais azotés, favorisant ainsi une agriculture
durable (Mylona et al., 1995 ; Journet et al., 2001).

Elles comptent environ 19 500 especes réparties en 765 genres (Lewis et al., 2005) . Parmi
les plus connues figurent le haricot, le pois, la lentille, I’arachide, la luzerne, le tréfle, le soja et
le lupin. Avec les graminées, elles constituent I’une des principales familles botaniques utilisées

pour I’alimentation humaine et animale (Klein et al., 2014).

Elles sont riches en protéines (20 a 40 % sur graines séches), en fibres et en micronutriments.
Leur profil en acides aminés est complémentaire a celui des céréales, ce qui a permis aux
associations céréales-légumineuses de constituer la base de 1’alimentation humaine pendant des

millénaires (Marie et al.; 2017).
Les légumineuses sont cultivées pour deux grandes filieres (Denhartigh et al., 2015) :

> L’alimentation animale : représentée par les légumineuses fourrageres comme la
luzerne, le pois fourrager, le tréfle et le soja.
> L’alimentation humaine : incluant les légumineuses a graines telles que les haricots,

les lentilles, les pois, les pois chiches et les feves.
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Grace a leur richesse nutritionnelle et leur role dans la durabilité des systémes agricoles, les

légumineuses sont des cultures stratégiques pour 1’alimentation mondiale.

Sur la base de leurs caractéristiques florales, les botanistes s'entendent a regrouper ces
espéces en trois sous-familles (Doyle, 1994; de Ladjudie et al., 1998; Dommergues et al., 1999;
Doyle et Luckow 2003).

La sous-famille des Mimosoideae, comprend environ 3 000 espéces regroupées dans

quelques 77 genres ex : Mimosa ; Acacia(Cannon, 2008).

La sous-famille des Caesalpinoideae, considérée comme la plus primitive, regroupe environ

4200 especes dans quelques 162 genres (Simon, 2005; Cannon, 2008)

La sous-famille Papilionoideae, d'une évolution plus récente, comprend quelques 14.000

especes aux fleurs irrégulieres, regroupées dans environ 476 genres (Lewis et al., 2003).
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Figure 1: Phylogénie des Légumineuse d’aprés I’analyse des séquences du geéne
chloroplastique (Doyle et al. 1998 modifiée par Chaich 2018)

1.1. Importance des légumineuses
Les légumineuses jouent un rdle clé dans les systémes de culture en fixant 1’azote
atmosphérique et en enrichissant le sol grace a leurs résidus riches en azote. Cette contribution
bénéficie aux cultures suivantes, augmentant souvent leurs rendements. Toutefois, cet effet
positif ne s'explique pas uniquement par l'apport en azote, d’autres facteurs comme
I’amélioration des propriétés physiques et biologiques du sol ou la solubilisation du phosphore
interviennent également (Chalck, 1998 ; Chalek, 1998).
L’agriculture algérienne, confrontée au défi de la sécurité alimentaire (FAO, 2009), utilise les

Iégumineuses dans les rotations culturales pour améliorer la fertilité des sols. Malgré leur
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importance stratégique comme source de protéines, la production nationale ne couvre qu’un
tiers de la consommation (Bouzid, 2017).

Les légumineuses se distinguent par leur capacité a fixer 1’azote de I’air grace a une symbiose
avec les bactéries Rhizobium. Cette particularité leur confere des avantages agronomiques
majeurs, notamment dans une approche d’agriculture durable. Elles permettent de réduire
I’'usage des engrais azotés et la consommation d’énergie fossile nécessaire a leur production,
leur transport et leur application. De plus, elles contribuent & la diminution des émissions de
gaz a effet de serre, en limitant les rejets de protoxyde d’azote (NO:), un gaz dont le pouvoir de

réchauffement est environ 300 fois supérieur a celui du dioxyde de carbone (Mollier, 2014).

Les graines des légumineuses alimentaires, bien que petites, sont tres riches en protéines,
contenant deux fois plus que le blé et trois fois plus que le riz. Contrairement aux protéines
d'origine animale, elles ne contiennent ni résidus d’hormones ni antibiotiques. Elles constituent
une excellente source de proteines de qualité (20-45%), riches en acides amines essentiels,

notamment la lysine (Maphosa et Jideani, 2017).

Elles apportent également des glucides complexes, de 1’acide folique, du fer, du zinc, du
calcium, du magnésium, du potassium, des vitamines B et divers oligo-éléments. En particulier,
le pois chiche, la lentille et les feves ont une faible teneur en matiéres grasses mais sont riches
en fibres. Les minéraux qu'elles contiennent sont essentiels a la croissance et au développement

harmonieux de I'organisme.

2. Présentation du genre Medicago

2.1. Généralité

Le genre Medicago (les luzernes) est un groupe de plantes dicotylédones appartenant a la
famille des Fabaceae (Légumineuses), sous-famille des Faboideae. Originaire de I'Ancien
Monde, il regroupe environ une centaine d'espéces reconnues. Ces plantes proches des tréfles
sont souvent annuelles ou vivaces et bien que majoritairement herbacées certaines especes
comme Medicago arborea peuvent étre des petits arbustes. Elles se caractérisent par des feuilles
trifoliolées, et plusieurs de leurs especes sont cultivées pour leur valeur fourragere. L'espéce la
plus connue est la luzerne cultivée (Medicago sativa), bien que d'autres variétés soient
présentes, particulierement en région méditerranéenne.

Les luzernes posseédent des fleurs généralement jaunes et de petite taille, disposées en
racémes ayant l'apparence de capitules. Ces fleurs se distinguent par leur proximité les unes des

autres et la forme particuliere de leurs fruits, qui prennent souvent une forme spiralée. En tant

6
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que légumineuses, elles établissent une symbiose avec des bactéries du genre Rhizobium,
permettant ainsi la fixation de I'azote atmosphérique dans le sol. Cette capacité fait des luzernes
les légumineuses les plus performantes dans ce domaine, avec une fixation de plus de 200 unités
d'azote par hectare et par an.

L'étymologie du nom scientifiqgue Medicago fait référence a l'origine supposée de la plante
en Médie, selon les écrits de Théophraste, et n'est pas liée a ses propriétés médicinales. Le nom
vernaculaire "luzerne™ provient de l'occitan "luserna”, un terme qui désigne également une
petite lumiere ou un ver luisant, en raison de I'aspect brillant des graines de la plante.

2.2. Taxonomie et génétique

Le genre Medicago, auparavant appelé « Midica » ou « herbes de médic », fait partie des
légumineuses. Il appartient a la famille des Fabaceae, a la sous-famille des Papilionoideae, et a
la tribu des Trifolieae. Il est étroitement lié aux genres Melilotus et Trigonella (Lesins KA et
Lesins I., 1979).

Ce genre se situe dans la tribu des Trifolieae, qui inclut la majorité des legumineuses
fourragéres tempérées, telles que la luzerne cultivée et le tréfle. 1l est phylogénétiqguement
proche de la tribu des Vicieae, qui comprend des légumineuses a graines comme le pois (Pisum
sativum) et la féverole (Vicia faba) (Doyle et Luckow 2003 ; Choi et al. 2004). Selon Ernest et
al. (1998), le genre Medicago compte 86 especes (annuelles, bisannuelles et vivaces), réparties
sur 12 sections et 8 sous-sections.

Le nombre chromosomique de base du genre Medicago est généralement x = 8, a I'exception
de quatre especes annuelles : M. constricta, M. praecox, M. polymorpha et M. rigidula, ainsi
que certaines formes de M. murex, qui présentent un nombre chromosomique de base x = 7.

Parmi les différentes espéces du genre, trois niveaux de ploidie existent : les diploides (2n =
2x = 14 et 2n = 2x = 16), qui constituent la majorité des especes, les tétraploides (2n = 4x = 32)
et les hexaploides (2n = 6x = 48) (Quiros et Bauchan 1988). La plupart des espéces annuelles
sont des diploides autogames, tandis que les especes pérennes sont des tétraploides allogames
(Négre 1959 ; Heyn 1963 ; Lesins et Lesins 1979 ; Small et Jomph 1989). A l'origine, le genre
était probablement diploide, et les espéces tétraploides seraient issues d'un phénoméne de non-
réduction des gametes, produisant des plantes vigoureuses et hétérozygotes capables de
s'adapter et de coloniser de nouveaux habitats, ce qui a permis au genre Medicago d'étendre son

aire géographique (Quiros et Bauchan 1988)

Position systématique ( Halmi, 2010)
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Régne : Plantae
Embranchement : Spermatophytes
Sous- embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous- classe : Rosidées
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Sous-famille : Faboideae
Tribus: Trifolieae
Genre: Medicago (L.)

2.3. L’aire de répartition du genre Medicago

Les luzernes annuelles présentent parfois des distributions géographiques restreintes.
Certaines especes sont endémiques, tandis que d’autres ont une tendance colonisatrice. Une
étude approfondie de leur répartition a été réalisée grace a des prospections de matériel spontané
menées sur plusieurs années dans I’ensemble du bassin méditerranéen (Prosperi et al. 1993).
Les especes annuelles du genre Medicago se rencontrent dans tous les étages bioclimatiques,
allant des zones humides aux zones sahariennes. Certaines espéces ont une large aire de
répartition, tandis que d’autres présentent une distribution plus restreinte. M. truncatula et M.
polymorpha, présentes dans tous les étages bioclimatiques, sont considérées comme des formes
ubiquistes. Un groupe d’espéces comprenant M. ciliaris, M. intertexta, M. orbicularis et M.
murex s’étend de 1’étage humide au semi-aride, tandis que M. laciniata et M. minima sont
présentes du semi-aride au saharien. Quant aux especes pérennes de Medicago, elles se
rencontrent principalement sur les rives nord de la Méditerranée et s’étendent jusqu’en Asie
centrale, avec quelques formes spontanées localisées sur les hauts plateaux des chaines de
1'Atlas en Afrique du Nord. Dans le complexe des espéces pérennes, 1’infertilité naturelle entre
les différentes formes spontanées contribue au maintien de types distincts (populations
naturelles présentant des caractéristiques uniques), un phénomene largement di a 1’isolement
géographique.(Medoukali ,2016)

Géographiquement, les espéces pérennes et annuelles du genre Medicago n'ont pas la méme
répartition. Les espéces annuelles se trouvent principalement dans la région méditerranéenne,
tandis que les espéces pérennes ont une répartition plus large, étant surtout présentes a I'Est de

la Méditerranée et dans les régions centrales et occidentales de I'Asie. ( Medoukali ,2016)
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Figure 2 : Carte géographique de la distribution de genre Medicago dans le monde
(Prolea, 2002)
2.3.1. Espeéces spontanées du genre Medicago rencontrées en Algérie
Parmi les especes du genre Medicago présentes en Afrique, environ 16 croissent
spontanément dans le nord de I'Algérie, comme le montre le tableau suivant (Hireche, 2006).

Tableau 1. Les especes spontanées du genre Medicago rencontrées en Algérie.

Espéces Caractéristique et air de répartition en Algeérie

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 Rencontre surtout dans les paturages et prairies du tell a sol semi salin

M. ciliaris Plante annuelle tres commune dans le tell

M. truncatula Plante annuelle, elle est abonde sur les dunes et les littoral et de I’intérieur elles

constituent des paturages de bonne qualité

M. littoralis Plante annuelle comme dans tout le territoire algérien

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

M. arabica Plante annuelle.

M. lanciniata Plante annuelle.

M. hispida Plante annuelle.
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2.4. Description botanique
Selon Heyn (1963), toutes les especes du genre Medicago partagent des caractéristiques

morphologiques communes :

X Feuilles : Elles sont trifoliées, composées de trois folioles et d'un pétiole inséré a la tige
en un point ou se trouvent deux stipules incisées. Les folioles peuvent étre rondes, obovées,
elliptiques, obcordées, ou ovées et présentent des dents émoussées ou pointues. Elles peuvent
étre poilues sur les faces inférieures et présenter des taches sur les faces supérieures.

% Fleurs : La fleur comprend un calice, une corolle papilionacée, 10 étamines (9+1), et un
pistil avec un tube en forme de cloche a 5 dents subégales. L’étendard de la corolle peut étre de
différentes formes (arrondie, obovée, ovée) avec une extrémité jaune ou violette, tandis que les
pétales en forme d'ailes sont généralement jaunes sauf chez M. sativa et M. daghestanica ou ils
sont violets.

% Inflorescence : Il s'agit d'une grappe pouvant contenir jusqu'a 20 fleurs dont la couleur
varie du mauve au jaune.

% Fruits : Le fruit est une gousse enroulée, en forme de faucille ou spiralée (1 a 4 spires),
parfois épineuse. La graine est réniforme, mesurant environ 10 mm, de couleur allant du jaune
paille au noir. Les gousses peuvent étre de formes diverses et étre poilues ou glabres, avec des

épines variées selon les espéces.

3. Présentation de ’espéce d’étude M. ciliaris
La luzerne ciliée (M.ciliaris), dont le nom dérive du latin cilium en raison de I’aspect
Description cilié des poils présents principalement sur les gousses (Small, 2011).
3.1. Morphologique et phénologique de M.ciliaris
M.ciliaris, espéce herbacée présente une hauteur comprise entre 35 et 55 cm. Ses fleurs
sont de couleur jaune, tandis que ses gousses matures, de forme sphérigue a ovale, arborent une
teinte allant du gris-jaunatre au brun clair. Elles sont couvertes de poils multicellulaires et
présentent de 9 a 10 spires disposées dans le sens des aiguilles d'une montre (Lesins et Lesins,
1979).

Les graines de M. ciliaris sont noir-brunatre a noires et mesurent environ 4,8 mm de long sur
3 mm de large (Lesins et Lesins, 1979). La présence de taches violettes sur les feuilles demeure

un caractére rare au sein de cette espece (Small et Jomphe, 1989).
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les fruits de cette espece sont des gousses épineuses indéhiscentes, adaptées a une dispersion

zoochore, notamment par accrochage aux poils des animaux (Small, 2011).

Concernant son cycle phénologique, M. ciliaris fleurit principalement a la fin du printemps
et au début de 1’été. Les populations issues de zones a fortes précipitations en Algérie tendent
a présenter une floraison plus tardive et sur une période plus courte (Yahiaoui et Abdelguerfi,
1999).

Figure 3: M.ciliaris (L.) All., 1785

(https://www.florealpes.com/fiche_medicagociliaris.php)

3.2. Position systématique

Regne : Plantae

Sous- regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

11
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Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Medicago
Espéce : M.ciliaris

3.3. Distribution géographique

L’Algérie est I'un des pays méditerranéens, voire le seul, ou M. ciliaris et M. intertexta
affichent les plus fortes fréquences de présence. En effet, la fréquence de M. intertexta y atteint
38 %, un taux relativement élevé comparé aux autres régions de la Méditerranée occidentale.
De son coté, M. ciliaris est également bien représentée en Algérie, avec une fréquence de 39,6
% (Abdelguerfi, 1978; Abdelguerfi et al., 1988a et 1988b).

M.ciliaris est une espéce omni-méditerranéenne largement distribuée des iles Canaries
jusqu’a Israél, couvrant ainsi les deux rives de la mer Méditerranée. Selon Lesins et Lesins
(1979), cette espéce a été collectée au Liban, en Espagne, en Afrique du Nord ainsi que dans

plusieurs 1les méditerranéennes, notamment Chypre, Créte, Sicile, Malte et Sardaigne.
3.4. Habitat et répartition écologique

M.ciliaris est une espece caractéristique des environnements humides, tels que les
marécages et les sols hydromorphes. Thanopoulos (2007) a signalé sa présence dans divers
habitats, notamment les formations de macchie, les prairies ouvertes, les pentes en terrasses
abandonnées, les oliveraies ainsi que les abords des routes et des champs cultivés. Cette espéce

semble étre plus largement répartie que Medicago intertexta.

En Algérie, M. ciliaris est présente dans les régions semi-arides, sub-humides et humides. Il
a éte observé que les populations adaptées aux conditions les plus arides ont tendance a fleurir
plus précocement (Laouar et Abdelguerfi, 1999). Clarkson et Russell (1976) ont suggéré que
les espéces annuelles du genre Medicago ne possédent pas de mécanisme spécifique leur
permettant d’échapper a la sécheresse par une floraison précoce. Toutefois, les études de
Yahiaoui et Abdelguerfi (1999) montrent que certaines populations de M. ciliaris présentent un

processus de floraison accéléré une fois initie.

De son c6té, M. intertexta est associée a des habitats relativement plus mésiques et fertiles

que la plupart des autres espéces annuelles du genre Medicago. En Algérie, Laouar et al. (2003)
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ont étudié 1’écologie et la distribution de M. intertexta et M. ciliaris, révélant que la premiere
est essentiellement restreinte au nord-est du pays, ou elle occupe des bioclimats sub-humides
et humides. M. intertexta y est principalement présente sur des sols pauvres en calcium, a des
altitudes généralement inférieures a 250 m. A Dinverse, M. ciliaris occupe une aire de
distribution plus large et présente une tolérance climatique plus étendue par rapport a M.

intertexta.
3.5. Exigences édaphiques et climatiques

M.ciliaris préfere les sols argileux (Piano et Francis, 1992) et colonise généralement des
sols lourds (Heyn, 1963 ; Lesins et Lesins, 1979). En Algérie, cette espece est principalement
observeée sur des sols a texture fine a trés fine (Abdelguerfi et al., 1988). Elle se développe sur
des sols neutres a modérément basiques (Piano et al., 1991 ; Small, 2011) et s’adapte
particulierement au climat méditerranéen hivernal. Son cycle biologique s’achéve généralement
au début de I’été, avant que I’augmentation des températures ne devienne excessive (Small,
2011). Par ailleurs, M. ciliaris nécessite un minimum de 350 mm de précipitations annuelles

pour assurer son développement optimal (Piano et Francis, 1992).
3.6. Nombre chromosomique de M.ciliaris

La morphologie chromosomique de M.ciliaris a été brievement décrite par Fryer (1930),
puis étudiée plus en détail par Simon et Simon (1965) ainsi que par Schlarbaum et al. (1984).
Ces analyses suggérent que les paires chromosomiques de M. ciliaris seraient ancestrales par

rapport a celles de M. granadensis et M. muricoleptis.

Concernant son nombre chromosomique, plusieurs études ont rapporté un caryotype de 2n =
16 (Fryer, 1930 ; Lesins et Lesins, 1979 ; Schlarbaum, 1984 ; Abdelguerfi et al., 1988).
Toutefois, Heyn (1956) a signalé un nombre chromosomique de 2n = 18 pour cette espéce,

indiquant ainsi une possible variabilité cytogénétique.

En outre, la présence d’un chromosome surnuméraire accessoire, également appelé
chromosome B, a été rapportée chez M. ciliaris par Agarwall et Gupta (1983). Ces résultats
suggerent une certaine hétérogénéité chromosomique au sein de l'espece, nécessitant des

investigations supplémentaires pour clarifier sa structure génomique.
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3.7. Intérét de I’espéce étudiée

En plus de sa qualité nutritive, M. ciliaris a la faculté d'améliorer la nitrification des sols
salés. Il s'agit d'une plante glycophyte capable de se développer dans des sols légérement
salés en compagnie des halophytes, générant jusqu'a 40 % de la végétation lors des années
humides. Selon Ben Salah et ses collaborateurs, M. ciliaris est un excellent choix pour
I'amélioration des sols dégradés ou marginalisés qui présentent une faible fertilité et/ou une
forte salinité, comme c'est le cas pour les 'Sebkha'. Sous des conditions de salinité, les especes
sont en danger et il est impératif d'adopter des mesures urgentes pour sauvegarder ces plantes
(Aloui, 2022)

Des recherches ont prouvé que M.ciliaris présente une résistance a la sécheresse, étant
capable de poursuivre sa croissance méme en situation de manque d'eau. L'intégration du
biochar dans le sol a aussi démontreé des impacts positifs, favorisant I'expansion végétale et

I'efficience de la consommation d'eau en temps de sécheresse (Gharred, 2022)

Des recherches ont démontré que M.ciliaris présente une importante diversité genétique,
notamment en matiére de sa résistance au sel. Cette variété est indispensable pour détecter
les caractéristiques genétiques qui favorisent la résistance a la salinité, élément clé pour

I'évolution de cultures aptes aux sols salins (ABDOUS, 2021)
4. La diversité genétique et son importance

La variabilité génétique entre les individus d'une méme espece constitue une ressource
essentielle pour la sélection et I'amélioration des variétés. Cette diversité, appelée ressources

génétiques, représente un patrimoine précieux qu'il est nécessaire de préserver et d'étudier pour

une meilleure utilisation.

La diversité génétique correspond aux différences présentes au niveau des genes et refléte la
variabilité de I’information génétique au sein des individus, des populations et des especes. Elle
est définie par le degré de similarité ou de divergence dans la composition génétique et constitue

la base de la biodiversité (Parizeau, 1997).

La biodiversité englobe non seulement la diversité génétique (variabilité au sein des espéces),
mais aussi la diversité des espéces (niveau interspécifique) et celle des écosystemes (diversité

écologique) (Parizeau, 1997). Depuis I’ Antiquité, les observations sur le monde vivant ont mis
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en evidence cette diversité (Gouyon, 1994). Selon la Convention sur la diversité biologique
(PNUE, 1992), elle inclut I’ensemble des organismes vivants, terrestres et aquatiques, ainsi que

leurs interactions au sein des écosystemes.

Cette diversité est dynamique : la composition génétique des espéces évolue au fil du temps
sous l'effet de la sélection naturelle et des interventions humaines. Les changements
environnementaux influencent la répartition et ’abondance des espéces dans les écosystémes.
Le polymorphisme génétique, ou diversité intraspécifique, constitue un atout majeur pour

I’adaptation et I’évolution des organismes, a court et a long terme (Lewin, 1992).

Dans le domaine agricole, la diversité génétique est exploitée pour développer des variétés
adaptées aux conditions environnementales et aux besoins humains. Elle permet la sélection de
plantes résistantes a la sécheresse, aux inondations, aux sols pauvres, aux ravageurs et aux
maladies. De plus, elle contribue a I'amélioration des qualités nutritionnelles et gustatives des
cultures. Sans cette diversité, I’adaptation des cultures aux évolutions climatiques et

agronomiques serait compromise (Cronk, 2001).

La variabilité génétique peut étre analysée a différents niveaux : morphologique, moléculaire
et biochimique (Budak et al., 2003).

Chez les vegétaux, la diversité ne se limite pas aux espéces sauvages et cultivées, mais
s’observe également entre les individus d’une méme espece. Ces ressources génétiques sont la
base de la sélection végétale et de I’innovation variétale. Leur collecte, caractérisation et
conservation sont indispensables pour assurer la pérennité et I’amélioration des cultures futures

(Medoukali, 2016).

5. L’étude de la diversité génétique

Un marqueur génétique correspond a tout marqueur biochimique, chromosomique ou
moléculaire permettant de mettre en évidence un polymorphisme. L’identification des
différentes formes de polymorphisme chez les espéces contribue a une meilleure
comprehension de leur répartition, de leur évolution historique, ainsi que de leurs interactions

et coévolutions avec d’autres especes (De Moraes et al., 2007).

Un marqueur génétique « idéal » doit étre polymorphe, car la variabilité constitue la base du

travail du généticien. Il doit également étre multi-allélique, Co-dominant (I'hétérozygote
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exprimant simultanément les caractéres des deux parents), non épistatique (son genotype étant
lisible a partir de son phénotype, indépendamment des autres loci), neutre (les substitutions
alléliques n'ayant aucun effet phénotypique), et insensible aux conditions environnementales

(le génotype pouvant étre déduit du phénotype, quel que soit le milieu) (De Vienne, 1998).

Selon De Vienne (1998), un marqueur génétique est un élément polymorphe fournissant des
informations sur le génotype de I’individu qui le porte, notamment en génétique des
populations, ainsi que sur le génotype d’un ou plusieurs loci voisins. Ces applications s’étendent

du clonage positionnel a la sélection assistée par marqueurs.

L’¢tude de la diversité génétique, ou polymorphisme génétique, est étroitement liée aux
avancées de la biologie, qui ont permis le développement de divers marqueurs (Khalfallah et
Lachelah, 2020). Ces outils offrent ’avantage d’évaluer objectivement la diversité des

génomes, indépendamment des conditions environnementales (Ollivier et Foulley, 2013).

5.1. Marqueurs morphologiques

Dans les programmes de sélection végétale, les caractéres morphologiques sont les
premiers a étre examinés. lls concernent différentes parties de la plante, telles que la longueur
des tiges, la surface foliaire ou encore l'initiation de la floraison (Cui et al., 2001; Gomez et al.,
2004). Ces caracteres sont également utilises pour évaluer la variabilité au sein et entre les
populations. Toutefois, leur nombre est généralement restreint, et ils sont fortement influencés
par I'environnement. Malgré ces limites, ils apportent des informations précieuses pour la

description et I’identification du matériel biologique (Andersson et al. 2006).

On observe ces indicateurs a toutes les phases de développement de la plante, et typiquement
sur un large éventail d'individus. Cependant, de nombreux marqueurs phénotypiques présentent
plusieurs désavantages qui rendent leur utilisation complexe. Le phénotype peut fluctuer en
fonction du stade physiologique de la plante et il manque d'informations dans le cas d'une
sélection hative (Adam et Dron, 1993).

5.2. Marqueur moléculaires
Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe qui fournit des informations sur le génotype

de l'individu le portant. Il doit étre Co-dominant avec une hérédité simple et multi-allélique.
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Ainsi, les marqueurs moléculaires font référence au polymorphisme décelé dans la séquence

nucléotidique de I'ADN.

L'examen de ce polymorphisme via les méthodes de biologie moléculaire concerne la totalité
du génome, qu'il soit traduit en protéine ou pas, et ne dépend pas des conditions
environnementales (Langridge et al. 2001).1ls offrent simultanément une analyse précise et
immédiate de la diversité génétique des individus tout en facilitant I'élaboration rapide de
stratégies de création et de sélection variétale. Ce diagnostic contribue également a la création
d'une base de données qui sera utile pour authentifier I'identité des plantes candidates a la

multiplication et établir une collection de référence (Khadari et al., 2003).
Les diverses techniques de marquage moléculaire qui sont actuellement disponibles sont :
-Les marqueurs moléculaires AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphism)
-Les marqueurs moléculaires RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
- Les marqueurs moléculaires RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
- les marqueurs Microsatellites ou SSR (Simple sequence repeats)
5.3. Marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques ont été les premiers marqueurs a avoir €té mis en ceuvre pour
¢tudier la variabilité génétique. En 1966, deux progrés majeurs, I’'un conceptuel et I’autre
technologique, ont permis d’explorer pour la premiére fois la variabilité génétique. D’une part,
la variation génétique pouvait étre analysée de maniére indirecte en étudiant la sequence des
acides aminés des protéines codées par les génes. L’idée fondamentale étant que toute variation
dans la séquence des acides aminés reflete une modification dans le gene responsable de cette
protéine. D’autre part, 1’avancée technologique réside dans le développement de
I’électrophorese des protéines, une méthode permettant de séparer et d'analyser ces protéines
(Harry, 2001).

Les isozymes sont utilisés comme marqueurs biochimiques en amélioration des plantes. Ce sont
des enzymes exprimées dans les cellules végétales, qui peuvent étre extraites et analysées par
électrophorése pour évaluer le polymorphisme enzymatique. Bien que ces marqueurs soient
plus efficaces que les marqueurs morphologiques, leur polymorphisme reste relativement

faible, notamment chez les génotypes homozygotes (Zhu et al., 1999).
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5.3.1. Marqueurs enzymatiques

Les marqueurs iso enzymatiques (nommeés ainsi par market et moller, 1959), définissent un
polymorphisme biochimique lié aux différentes formes alléliques d'une méme enzyme. Chez
de nombreuses especes cultivées, I'utilisation de ces marqueurs iso enzymatiques a joué un role

important dans la création des cartes génétiques (Marchand, 1999).

Le terme "iso enzyme" désigne les différentes formes moléculaires d'une méme enzyme, toutes
capables de catalyser la méme réaction. Ces variantes présentent des différences de structure,
de masse moléculaire ou de point isoélectrique, dues aux variations dans la composition en
acides aminés, elles-mémes liées a la séquence des nucléotides des genes correspondants. En

conséquence, leur mobilité électrophorétique differe (EI Aoufir, 2001).

5.3.2. Marqueurs protéiques

Les protéines consistent en un mélange complexe des protéines extractibles (variable selon le
protocole suivi) présente au moment du prélevement dans les tissus analyses (Prat et al., 2006).
La séparation électrophorétique des protéines solubles est couramment utilisée pour mettre en
évidence les polypeptides spécifiques a un individu (Riousset, 2001). L'étude de leur
polymorphisme a ainsi ouvert une nouvelle voie pour la classification des individus et, de ce

fait, pour I'identification et la différenciation des organismes (Prat et al., 2006).
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Matériel et Méthodes

Cette partie est dédiée a la présentation du materiel végeétal utilisé dans cette étude ainsi

qu'aux I’ensemble des méthodes adoptées.
1. Matériel végétal

L'objectif de notre étude est d'évaluer le niveau de diversité génétique au sein de l'espece
M.ciliaris du genre Medicago. A cet effet, nous avons analysé des graines matures provenant
de 20 accessions de cette espéce, collectées dans 20 sites écogéographiques distincts situés

dans le nord de I'Algérie (Figure 4).

Un total de 20 accessions de 1’espéce M.ciliaris ont été examinées dans cette étude. Ces
accessions ont été collectées a partir de gousses provenant entre le 15 mai et le 15 juillet 2013,
s'étendant des régions cotiéres aux montagnes du Tell Atlas. Les sites de collecte ont été décrits
en fonction de plusieurs parametres : altitude (ALT), latitude (LAT), longitude (LON),
précipitations annuelles moyennes (Pm), température minimale moyenne du mois le plus froid
(Tm) et température maximale moyenne du mois le plus chaud (TM), comme indiqué dans le
Tableau 2.

Cette collection couvre une large gamme de stades bioclimatiques, allant de I'humide a

I'aride, et les sites subissent diverses contraintes abiotiques (Tableau 2).

Figure 4. Localités géographiques des 20 espéces du genre M.ciliaris colletées dans le Nord

Algérien.

Tableau 2: Origines géographiques des 20 accessions étudiées, avec les paramétres éco

géographiques correspondants.
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N° Region Provenance ALT LAT LON Pm Tm TM Q2
MC1 Mila Oued Athmenia 757 36°16'17,87"N 6°16'36,31"E 568 2,5 31,3 67,65
MC2 Mila Bab Trouche 831 36°21'31,41"N 6°19'27,41"E 742 4,4 31,1 95,32

MC3 Constantine Beni Hemiden 429 36°31'04,89"N 6°33'562,68"E 704 3,2 31,4 85,63
MC4 Constantine Chaabet ersas 584 36°20'20,08"N 6°37'27,04"E 624 3,3 32 74,58

MC5 Constantine Chaabet ersas 2 584 36°2020,08"N 6°37'27,04"E 624 3,3 32 74,58

MC6 Sidi Belabbes - 465 35°14'20,82"N 0°37'03,24"E 450 4,8 29,7 61,99
MC7 Bouira Akhdaria 144 36°34'38,26"N 3°33'16,25"E 711 5.9 31.9 93,80
MC8 Alger El madania 120 36°44'43,41"N 3°04'10,22"E 707 8,1 28,5 118,87
MC9 Alger Mohamadia 3  36°4421,62"N 3°08'50,41"E 670 7.6 29.8 103.52
MC10 Blida - 70 36°32'48,32"N 2°4823,72"E 791 7 30,9 113,52
MC11 Ain Defla 1 396 36°15'41,71"N 2°17'55,96"E 593 6 33,5 73,96
MC12 Ain Defla 2 257 36°09'57,25"N 1°4325,04"E 593 6 33,5 73,96
MC13 Ain Defla 3 382 36°18'58,41"N 2°25'46,37"E 593 6 33,5 73,96
MC14 Relizane - 58 35°56'37,06"N 0°51'00,37"E 348 6,831,1 49,12
MC15 Chlef - 135 36°14'45,30"N 1°14'17,86"E 405 6,6 32,6 53,43
MC16 Mascara - 281 35°30'09,15"N 0°05'30,19"0 368 7,5 29 58,71
MC17 Medea - 385 36°20'33,96"N 2°46'04,83"E 736 2,5 30,6 89,84

MC18 Tissemsilt 575 36°00'36,95"N 2°09'11,39"E 609 1,1 30,1 72,03
MC19 Guelma - 798 36°22'08,93"N 7°13'59,93"E 564 1,9 32,1 64,06

MC20 Béjaia Akbou 207 36°30'03,58"N 4°34'28,30"E 659 6.2 31,3 90,05

2. Méthodes d’étude
2.1. Analyse morphologique

Un total de 20 accessions de M.ciliaris ont été évaluées a l'aide de mesures
morphologiques, réalisées a l'aide d'un cadran-micrometre avec une précision de 0,01 mm. Pour
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chaque accession, douze caractéeres quantitatifs liés aux graines, aux gousses et aux cotylédons,

tels que décrits par Issolah et Abdelguerfi (1999), ont été analysés :

Caractéristiques mesurées :

Gousses :

Longueur (LP)

Largeur (WP)

Nombre de graines par gousse (SP)

Graines :

Longueur (LS)

Largeur (WS)

Poids de 30 gousses (WTP)

Poids de mille graines (WTYS)

Rapport poids des graines / poids des gousses (RW)
Semis :

Date d'émergence des cotylédons (DCOT)
Longueur de la premiére feuille (LGFT6)

Largeur de la premiére feuille (LRFT6)

SFT6 : Surface de la premiere feuille, (SFT6 = LGFT6 x LRFT6)

Le DCOT a été mesuré a partir du moment ou les semis ont été placés sous la lumiere. La

LGFT6, LRFT6 et SFT6 ont €té mesurées apres six jours de germination.

Cette méthodologie permet d'évaluer la variabilité morphologique des accessions de M.ciliaris,

fournissant des informations essentielles pour la sélection et I'amélioration de cette espéce.
2.2. Analyse moléculaire

Dans cette analyse nous avons déterminé la diversité génétique des 16 accessions de

I’espece M. Ciliaris.
2.2.1. Préparation des échantillons

Les graines matures de chaque individu ont été extraites des gousses, puis soumises a
une scarification suivie d’une stérilisation a 1’aide d’une solution d’hypochlorite de sodium a 3

% (v/v). Elles ont ensuite été imbibées pendant une nuit. Les graines ainsi stérilisées ont été
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mises a germer dans I'obscurité pendant deux jours, dans des boftes de Pétri contenant un milieu
d’eau-agar a 1 % (w/v), a température ambiante. Par la suite, elles ont été exposées a la lumiére
du jour pendant 10 jours. Les jeunes feuilles obtenues (0,3 g par échantillon) ont été broyées en
poudre trés fine a 1’aide d’azote liquide, puis conservées a -20 °C en vue de I’extraction de

I’ADN.
2.2.2. Analyse SSR

L’ADN génomique total a ¢été isolé selon le protocole au bromure de

cétyltriméthylammonium (CTAB) décrit par Doyle et Doyle (1990).

La qualité de ’ADN extrait a été vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose a 0,8 %
(Annexe 3). La concentration de ’ADN a été mesurée a ’aide d’un spectrophotometre
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), puis les échantillons ont été dilués a une concentration
finale de 50 ng/ul pour les réactions de PCR. Cinq paires d’amorces SSR ont été initialement
testées. Sur la base des resultats préliminaires, deux paires ont été sélectionnées en raison de la

qualité¢ d’amplification des fragments obtenus.

Tableau 3. Séquence et groupe de liaison de cing amorces de microsatellites testées.

Primer linkage group motif Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’)
AFctt1* 4 (CTT)9(CAA)3 CCCATCAACATTTTCA TTGTGGATTGGAACGAGT
AFcttl1l 7 (CT)12 GGACAGAGCAAAAGAAT TTGTGTGCAAAGAATAGGAA
AFctt32* 3 (CT)14 TTTTTGTCCCACCTTAG TTGGTTAGATTCAAAGGGTTAC
AFcal 4 (CT)4(CA)10 CGTATCAATATCGGGCAG  TGTTATCAGAGAGAGAAAGCG
AFcall 6 (CA)11 CTTGAGGGAaCTATTGTTGAGT AACGTTTCCCAAAACATACTT

2.2.3. Amplification in vitro de ’ADN par PCR
a) Principe

La PCR (réaction de polymérisation en chaine), mise au point en 1985 par Kary Mullis,
est une technique permettant d’amplifier in vitro un fragment spécifique d’ADN double brin.

Cette amplification cible une région située entre deux séquences connues, grace a I’action d’une
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enzyme, la Taq polymérase, issue de la bactérie thermophile Thermus aquaticus. Le processus
repose sur ’utilisation de deux amorces oligonucléotidiques, complémentaires des extrémités
3’ de chacun des deux brins d’ADN. L’une des amorces se fixe sur le brin sens, 1’autre sur le
brin antisens, encadrant ainsi la séquence a multiplier. Cette méthode permet d’obtenir des

millions de copies du fragment ciblé.

— SEgquence & amplifier

Figure 5 : La PCR, une amplification exponentielle (Corinne.S, 2012)

Cette amplification comprend 03 phases :

1. Lapremiére étape consiste en une phase de dénaturation de I’ADN double brin, réalisée
a 95 °C. Cette température élevée permet de séparer les deux brins complémentaires, les
transformant en brins simples qui serviront ensuite de matrices pour la synthese de
nouveaux brins d’ADN.

2. Laphase d’hybridation, qui dure généralement entre 2 et 60 secondes a une température
comprise entre 56 et 64 °C, permet aux amorceS sens et antisens de se fixer
spécifiquement aux brins simples d’ADN. Cette température est choisie de manicre a
favoriser thermodynamiquement I’appariement des amorces avec leurs séquences
complémentaires. Présentes en large exces, les amorces s hybrident rapidement des
qu’elles rencontrent la région cible correspondante.

3. Laphase d’¢longation se déroule a 72 °C et est assurée par la Taq polymérase, une ADN
polymérase thermostable. Cette enzyme prolonge les amorces en synthétisant un
nouveau brin d’ADN complémentaire dans le sens 5’ vers 3’. Elle incorpore pour cela
des désoxyribonucléotides triphosphates (AATP, dCTP, dGTP et dTTP) en suivant la

séquence du brin matrice.
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La PCR débute par une étape de dénaturation initiale, généralement effectuée a 95 °C
pendant 10 a 15 minutes. Cette étape permet de séparer les brins d’ADN double brin, de
dissocier les structures secondaires, d’homogénéiser le mélange réactionnel grace a I’agitation
thermique, d’activer les polymérases a démarrage a chaud (« Hot Start »), et de dénaturer

d’éventuelles enzymes résiduelles comme la transcriptase inverse ou 1’uracil-N-glycosylase.

Temperature °C Dénaturath — z Rty —
(YR } pa— 2 < — - c—
| |
| ‘
| / Elongation
" | - / | ' K s
b d ] C0, @)
1.4 i Hybridation -
" - J < 9
|."
1) Dénaturation
T g D Hybridation 70
(3) Elongation )
; ] 30 -
S ———————1

Figure 6 : étapes de PCR (Corinne.S, 2012)

b) Condition d’amplification

L’amplification a été réalisée dans un volume final de 20 ul. Le mélange réactionnel

comprenait :

e 3 uld’ADN génomique (concentration : 50 ng/ul),
e 2.4 puld’un mélange de dNTPs (2,5 mM pour chacun des quatre nucléotides),
e 3 pl de tampon de réaction 10x,
e 1,2 plde solution de MgClL (25 mm),
e 1,8 pl de chaque amorce (amorce sens et antisens, a 10 uM),
e 0,3 ul d’ADN polymeérase Taq (Thermo Scientific, 2,5 U).
La réaction PCR a été effectuée selon le programme thermique suivant :
e Une dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 minutes
e suivie de 35 cycles comprenant :
Une dénaturation a 94 °C pendant 45 secondes, une hybridation a 55 °C pendant 45

secondes, une élongation a 72 °C pendant 1 minute.
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e enfin une élongation finale & 72 °C pendant 10 minutes.

¢) Test d’amplification

Les produits damplification ont été séparés par électrophorése sur un gel de
polyacrylamide non dénaturant a 8 % (10 pl par puits), préparé avec un rapport acrylamide/bis-

acrylamide de 29:1, en utilisant un tampon TBE 0,5X.

Un marqueur de taille (DNA Ladder) a également été chargé sur le gel afin de permettre

I’estimation de la taille des fragments d’ADN amplifiés.

L’¢électrophorese a été réalisée a une tension constante de 175 V pendant environ 2 h 30
min a 4 °C, puis le gel a été coloré dans une solution de bromure d’éthidium pendant 5 minutes

pour révéler les fragments d’ADN.
2.3. Analyse statistique

Les caracteres morphologiques des 20 accessions ont été analysés a ’aide d’une analyse
en composantes principales (ACP). La moyenne, I’écart type (s.d.) et le coefficient de

variation (CV) ont également été calculés pour chacun de ces caracteéres.

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

autre ACP comprenant les parametres écologiques les plus importants (Alt., Pm, Tm, TM et
Q2).

Les profils électrophorétique ont été comparés en analysant la mobilité des bandes
observées. L’ensemble des analyses a conduit a 1’élaboration d’une matrice de similarité par
paires, permettant le calcul des distances génétiques a 1’aide de I’indice de Jaccard (Jaccard,
1908). A partir de ces distances, une classification hiérarchique a été réalisée selon la méthode
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), en utilisant le logiciel
XLSTAT, version 2016.02.28451 - Début : 05/05/2025 .
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Résultats et Discussion

Notre étude porte sur l'analyse de la diversité génétique de 20 accessions de I'espece
M.ciliaris, en utilisant des marqueurs morphologiques (caractéristiques biométriques) et
moléculaires (microsatellites). Les approches employeées incluent des méthodes moléculaires
basées sur I'amplification in vitro de fragments spécifiques d'ADN par la technique de PCR,

ainsi que la technique d'électrophorese sur gel de polyacrylamide.

1. Analyse de la diversité morphologique

Une analyse en composantes principales a été réalisée afin de comparer les
caracteéristiques biométriques des 20 accessions. Une seconde ACP a permis d'examiner la
corrélation entre la variabilité morphologique et les conditions bioclimatiques, en tenant compte
des principaux parameétres écologiques (Alt., Pm, Tm, TM et Q2). Les résultats de cette étude
ont révéle une relative divergence des caracteristiques biométriques des 16 accessions,

influencées par les facteurs environnementaux et climatiques, tout en identifiant les criteres

morphologiques les plus discriminants (Tableau 4).

Tableau 4. Données descriptives des caractéres morphologiques et des paramétres ecologiques

des 16 populations de M. ciliaris

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

1 Mcl 11,23 509 | 8 | 427|245 10,77 | 2,12 3 8,22 | 494 | 40,61 | 757 | 568 | 2,5 | 31,3 | 67,65
2 Mc2 11,75 | 13,95 | 6,01 | 5 | 451 | 2,67 | 12,13 | 2,02 3 10,80 | 6,36 | 68,69 | 831 | 742 | 44 | 31,1 | 95,32
3 Mc3 10,77 | 13,20 | 6,60 | 5 | 4,46 | 2,46 | 13,88 | 2,10 4 14,75 | 6,41 | 9455 | 429 | 704 | 3,2 | 31,4 | 85,63
4 Mc5 11,45 | 12,61 | 6,40 | 9 | 481 | 2,66 | 12,69 | 1,98 3 9,27 | 6,17 | 57,20 | 2584 | 624 | 3,3 | 32 | 74,58
5 Mc6 11,92 | 14,04 | 579 | 9 | 4,52 | 2,70 | 14,27 | 2,46 4 10,43 | 4,99 | 52,05 | 465 | 450 | 4,8 | 29,7 | 61,99
6 Mc7 13,05 | 1483 | 7,41 | 9 | 4,69 | 2,77 | 11,79 | 1,59 1 524 | 2,72 | 1425 | 144 | 711 | 59 | 31,9 | 938

7 Mc9 1299 | 15553 | 7,24 | 7 | 435 2,69 | 15,64 | 2,16 4 8,78 | 4,07 | 3573 3 670 | 7,6 | 29,8 | 103,52
8 Mc10 13,18 | 12,57 | 7,05 | 6 | 4,46 | 2,54 | 11,05 | 1,57 2 791 | 495 (3915| 70 | 791 | 7 | 30,9 | 113,52
9 Mcll 1291 | 11,28 | 6,62 | 8 | 4,47 | 2,61 | 14,57 | 2,20 4 9,16 | 3,96 | 36,27 | 396 | 593 | 6 | 33,5| 73,96
10 Mc12 13,28 | 12,17 | 550 | 8 | 4,77 | 2,81 | 12,89 | 2,34 4 13,36 | 6,80 | 90,85 | 257 | 593 | 6 | 33,5| 73,96
11 Mc13 12,77 | 12,82 | 7,90 | 6 | 4,96 | 2,74 | 13,21 | 1,67 3 11,22 | 585 | 6564 | 382 | 593 | 6 | 33,5]| 73,96
12 Mc14 12,08 | 11,9 | 7,89 | 8 | 4,08 | 2,33 | 12,72 | 1,61 3 9,81 | 587 | 5758 | 58 | 348 | 6,8 | 31,1 | 49,12
13 Mc16 6,89 | 10,22 | 1,95 | 5 | 3,71 | 2,37 | 9,68 | 4,96 3 723 | 515 (3723 | 281 | 368 | 75| 29 | 58,71
14 Mc17 10,82 | 11,45 | 516 | 7 | 457 | 2,43 | 10,85 | 2,10 4 9,30 | 5,23 | 48,64 | 385 | 736 | 2,5 | 30,6 | 89,84
15 Mc19 10,87 | 10,77 | 4,98 | 6 | 4,24 | 2,46 | 10,79 | 2,17 2 10,43 | 4,02 | 4193 | 798 | 564 | 1,9 | 32,1 | 64,06
16 Mc20 11,72 | 14,60 | 4,79 | 6 | 537 | 2,97 | 12,78 | 2,67 2 11,29 | 5,47 | 61,76 | 207 | 659 | 6,2 | 31,3 | 90,05
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D’aprés les résultats obtenus (tableau ci-dessus), la surface de la premiére feuille (AFL)
s’est révélée étre la caractéristique la plus variable parmi les 16 accessions de M. ciliaris, avec
une moyenne de 52,63 mm? et un coefficient de variation de 39,52 %, indiquant une forte
hétérogénéite. Les valeurs extrémes allaient de 14,25 mm?2 (Mc7) a 94,55 mm?2 (Mc3), ce qui

traduit une diversité phénotypique importante au niveau de cette caractéristique.

En second lieu, la longueur de la premiere feuille (LFL) a également montré une
variabilité marquée avec une moyenne de 9,83 mm, un écart-type de 2,28 mm et un CV de
23,30 %. Les valeurs les plus élevées ont été enregistrées chez Mc3 (14,75 mm) et Mc12 (13,36
mm), tandis que la plus faible a été notée chez Mc7 (5,24 mm), ce qui pourrait étre en lien avec

les conditions agro climatiques des zones d’origine.

Le poids de 1000 graines (WTP) présente aussi une variation significative avec une
moyenne de 6,02 g, un écart-type de 1,49 g, et un CV de 24,78 %. La valeur maximale (7,90
g) a été observée chez Mc13 et Mc14, alors que la valeur minimale (1,95 g) a été enregistrée
chez Mc16, montrant une différence nette dans le potentiel de production de semences entre les

accessions.

Le nombre de graines par gousse (SP) varie de 5 a 9, avec une moyenne de 7 graines
et un CV de 21,58 %. Les accessions Mc5, Mc6 et Mc7 ont montré les valeurs les plus élevees
(9 graines), indiquant une bonne productivité, tandis que Mc2, Mc3, Mc16 affichent des valeurs

moindres (5 graines).

Concernant la longueur (LP) et la largeur (WP) des gousses, les moyennes respectives
sont de 11,73 mm et 12,79 mm, avec des variations modérées (CV respectifs de 13,34 % et
11,74 %). Les plus longues gousses ont été observées chez Mc12 (13,28 mm), tandis que les
plus larges sont notées chez Mc9 (15,53 mm). Ces différences peuvent étre liées a des

adaptations écologiques spécifiques.

Le rapport largeur/longueur (RW) présente une forte variabilité avec un CV de 35,51
%, traduisant une grande diversité morphologique des gousses. La valeur maximale (4,96) est

notée chez Mc16, tandis que la valeur minimale (1,57) est enregistrée chez Mc10.

La date d’émergence des cotylédons (DCOT) varie de 1 a 4 jours, avec une moyenne de
3 jours, et un CV de 30,32 %. Cette variation peut étre attribuée a des différences génétiques

affectant la vitesse de germination.
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Les autres caracteres mesurés, comme la longueur (LS) et la largeur (WS) des graines,
ainsi que le temps de maturité (Tm et TM), montrent des coefficients de variation plus faibles

(entre 6 % et 13 %), ce qui indique une certaine stabilité entre les accessions pour ces traits.

Tableau 5. Moyenne, écart type et coefficient de variation des 12 traits analysés pour les 16

accessions de M.ciliaris

Variable Minimum | Maximum Moyenne Ecart-type CV (%)
LP (mm) 6,89 13,28 11,73 1,56 13,34
WP (mm) 10,22 15,53 12,79 1,50 11,74
WTP (g) 1,95 7,90 6,02 1,49 24,78
SP 5 9 7 1,49 21,58
LS (mm) 3,71 5,37 4,51 0,37 8,33
WS (mm) 2,33 2,97 2,60 0,17 6,81
WTS (9) 9,68 15,64 12,48 1,61 12,97
RW 1,57 4,96 2,23 0,79 35,51
DCOT (Jours) 1 4 3 0,92 30,32
LFL (mm) 5,24 14,75 9,83 2,28 23,30
BFL (mm) 2,72 6,80 5,19 1,08 21
AFL (mm?2) 14,25 94,55 52,63 20,80 39,52

1.1. Analyse en composantes principales des caracteres biomeétriques (ACP)

Une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée sur douze caractéres
quantitatifs. L’interprétation des résultats révéle que la majorité de I’information est capturée
par les deux premiers axes factoriels. Le plan défini par F1 et F2 concentre a lui seul 63,93 %
de la variance totale, répartie entre 36,12 % pour la premiére composante (F1) et 27,81 % pour

la deuxiéme (F2).

Les projections des variables sur ce plan montrent que plusieurs traits sont fortement et
positivement corrélés a F1. Il s’agit notamment de la longueur (LP) et la largeur (WP) des
gousses, du poids de 30 gousses (WTP), du poids de 1000 graines (WTS), de la longueur (LS)

et de la largeur (WS) des graines. Ces variables participent significativement a la formation de
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I’axe F1. En revanche, le caractere RW (rapport poids des graines / poids des gousses) y est

négativement corrélé.

La composante F2 est principalement définie positivement par la largeur (LRFT6), la
longueur (LGFT®6) et surface (SFT6) de la premiére feuille, tandis que la date d’émergence des
cotylédons (DCOT) y est fortement et positivement corrélée, contribuant ainsi fortement a la
structuration de cet axe. Le caractére SP (nombre de graines par gousse) est, quant & lui,

modérément corrélé négativement a F2.

Cette organisation des variables sur les deux premiers axes met en évidence des
regroupements de traits morphologiques cohérents, facilitant 1’interprétation de la diversité

phénotypique observée.

Variables (axes F1 et F2 : 63,93 %)

1 SET6(mm?2)
6 (mMm

0.75

0.5

o
N
[
=
=

F2 (27,81 %)
o

o
N
«a

-0.5
SP

-1 -0.75 -0.5 -0.25 0 0.25 0.5 0.75 1
F1 (36,12 %)

Figure 7. Analyse en composantes principales de douze caractéristiques morphologiques.
1.2. L analyse des corrélations entre les caractéres quantitatifs

L’analyse de la matrice de corrélation a mis en évidence des liaisons significatives entre
plusieurs caracteres quantitatifs étudiés (Tableau 6). Une forte corrélation négative a été
observée pour le caractéere RW, qui est inversement corrélé a la majorité des autres variables,

notamment au poids de 30 gousses (WTP) (r = -0,875), a la longueur des gousses (LP) (r = -
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0,824) et au nombre de graines par gousse (SP) (r = -0,407). Cela souligne le comportement

distinct de ce caractére dans la structuration phénotypique des individus.

La longueur des gousses (LP) montre une forte corrélation positive avec le poids de 30
gousses (WTP) (r = 0,814), indiquant que les gousses plus longues tendent a étre plus lourdes.
Elle est aussi modérément corrélée avec la longueur (LS) (r = 0,535) et la largeur (WS) (r =

0,530) des graines.

La largeur des gousses (WP) est fortement corrélée a la largeur des graines (WS) (r =
0,650) et modérément a la longueur des graines (LS) (r = 0,498). Ces résultats montrent une

cohérence morphologique entre les dimensions des gousses et celles des graines.

En ce qui concerne la biomasse, le poids de 1000 graines (WTS) est corrélé de maniere
significative avec plusieurs traits : le poids de 30 gousses (WTP) (r = 0,567), la largeur des
gousses (WP) (r = 0,542), ainsi que la longueur (LGFT6) (r = 0,386) et la surface (SFT6) (r
= 0,254) de la premiéere feuille.

Les caracteres liés aux feuilles, notamment LGFT6, LRFT6 et SFT6, présentent entre
eux des corrélations tres fortes, en particulier entre SFT6 et LGFT6 (r = 0,939), ainsi qu’entre

SFT6 et LRFT6 (r =0,893), ce qui indique une cohérence interne dans la morphologie foliaire.

Enfin, la date d’émergence des cotylédons (DCOT) est positivement corrélée a la
largeur de la premiére feuille (LRFT6) (r = 0,422), a LGFT6 (r = 0,497), et a SFT6 (r =
0,463), suggérant que les plantes émergentes plus tardivement tendent a développer des feuilles

plus grandes.

La matrice de corrélation révele des relations significatives entre les différentes variables
morphologiques et biométriques étudiées. La longueur des gousses (LP) est fortement corrélée
positivement avec la largeur des gousses (WP) (r=0,514), le poids de 30 gousses (WTP)
(r=0,814), ainsi que les dimensions des graines, notamment leur longueur (LS) et largeur (WS)
(r=0,535 et 0,530 respectivement). En revanche, LP présente une corrélation négative

marqguée avec RW (r=-0,824), indiquant une relation inverse entre ces deux parametres.

De plus, le poids d’un millier de graines (WTS) est positivement corrélé avec plusieurs
parametres, notamment WP (r=0,542), LS (r=0,323) et WS (r=0,437), ce qui suggére que des

graines plus volumineuses sont généralement plus lourdes. A l'inverse, RW présente des
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corrélations négatives significatives avec WP (r=-0,378), WTP (r=-0,875) et SP (r=-0,407),

soulignant un effet contrasté sur la production de graines et leur poids.

Concernant 1’aire de la premiere feuille (SFT6), elle est fortement corrélée avec la
longueur (LGFT6) et la largeur (LRFT6) de cette feuille (r=0,939 et r=0,893
respectivement), ce qui montre une forte interdépendance entre ces dimensions. La date
d’émergence des cotylédons (DCOT) est faiblement corrélée avec la majorité des parametres,

bien qu’une corrélation positive modérée avec WTS (r=0,506) ait été observée.

Ces résultats mettent en évidence des relations complexes entre les caractéres
morphologiques et biométriques, facilitant ainsi I’identification des traits les plus influents dans

I’analyse de la diversité génétique des accessions étudiée

Tableau 6. Matrice de corrélations entre les différents caracteres morphologiques des 16

accessions etudiés en se basant sur les données des morphologique.

Variable LP WP WTP  SP LS WS WTS RW DCOT LGFT6 LRFT6 SFT6

(mm)  (mm) (9) (mm)  (mm) (9) (Jours) ~ (mm) (mm)  (mm2
LP (mm) 1
WP (mm) 0,514 1
WTP (g) 0,814 0,454 1
SP 0,477 0,224 0,382 1
LS (mm) 0,535 0,498 0,308 0,078 1
rws (mm) 0,530 0,650 0,190 0,143 0,839 1
WTS (g) 0,558 0,542 0,567 0,238 0,323 0,437 1
RW - - - - - - - 1
0,824 0,378 0,875 0,407 0,414 0,170 0,319
DCOT - - - - - - 0,506 0,141 1
(Jours) 0,041 0,130 0,036 0,044 0,159 0,167
LGFT6 (mm) 0,091 - - - 0,321 0,161 0,386 - 0,497 1
0,000 0,065 0,387 0,105
LRFT6 (mm) - - - - 0,181 - 0,035 0,051 0,422 0,723 1
0,126 0,137 0,072 0,364 0,006
SFT6 (mm2) 0,032 - - - 0,306 0,135 0,254 - 0,463 0,939 0,893 1
0,013 0,042 0,377 0,066

1.3. Corrélation entre les caractéristiques morphologiques et les parameétres

écologiques
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Dans le but d’évaluer les relations entre les caractéres morphologiques étudiés et les
conditions bioclimatiques, une nouvelle analyse en composantes principales (ACP) a été
réalisée, intégrant a la fois les variables morphométriques et cing parametres écologiques :
I’altitude (Alt), les précipitations moyennes (Pm), la température moyenne annuelle (Tm), la
température maximale (TM) et le deuxiéme trimestre de I’indice d’aridité (Q2). Un graphique
bidimensionnel (Figure 8) a été généré a partir des deux premiers axes principaux, qui
expliquent ensemble 52,50 % de la variance totale, répartie entre 30,51 % pour le premier

axe et 21,99 % pour le deuxieéme.

Les projections des variables sur ce plan montrent que plusieurs traits sont fortement et
positivement corrélés a F1. Il s’agit notamment de la longueur (LP) et la largeur (WP) des
gousses, du poids de 30 gousses (WTP), du poids de 1000 graines (WTS), de la longueur (LS)
et de la largeur (WS) des graines et de la TM et Pm . Ces variables participent significativement
a la formation de I’axe F1. En revanche, le caractére RW (rapport poids des graines / poids des

gousses) y est négativement corrélé.

La composante F2 est principalement définie positivement par la largeur (LRFT6), la
longueur (LGFT6) et surface (SFT6) de la premiere feuille, . En revanche, SP et Tm ont

négativement corrélé.

tandis que la date d’émergence des cotylédons (DCOT) et Alt y ont une correlation

modere.

Cette organisation des variables sur les deux premiers axes met en évidence des
regroupements de traits morphologiques cohérents, facilitant 1’interprétation de la diversité

phénotypique observée.
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Figure 8. Analyse en composantes principales des caracteres biometriques et leur relation avec

les parametres écologiques.

1.4. L’analyse des corrélations entre les caractéres morphologiques et les cing

parametres écologiques

L’analyse de la matrice de corrélation révele des liens importants entre les caracteres
morphologiques de M.ciliaris, ainsi qu’entre ces caractéres et les facteurs écologiques du milieu

d’origine des accessions (tableau 7).

En premier lieu, on observe une forte corrélation positive entre la longueur de la
plantule (LP) et le poids total de la plantule (WTP) avec r=0,814, ce qui signifie que les
plantules les plus longues sont aussi celles qui accumulent le plus de biomasse. De méme, la
largeur de la plantule (WP) est fortement liée au poids sec (WS) (r=0,650), confirmant une
cohérence entre la croissance en surface et la matiére seche produite. Ces relations traduisent

une dynamique de croissance homogene et équilibrée chez les accessions les plus vigoureuses.

En paralléle, une trés forte corrélation est également notée entre la longueur (LS) et la
largeur (WS) des feuilles cotylédonaires (r=0,839), ce qui indique que ces deux dimensions

évoluent conjointement. Le poids total des feuilles (WTS) est modérément corrélé a la
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longueur et la largeur foliaire (r=0,323 avec LS et r=0,437 avec WS), mais aussi a WTP

(r=0,567), suggérant que la masse foliaire contribue significativement a la biomasse totale.

Le rapport racine/poids total (RW) présente quant a lui des corrélations négatives tres
marquées avec plusieurs caracteres morphologiques, en particulier avec LP (r=—0,824) et WTP
(r=—-0,875). Cela suggére que les accessions investissant davantage dans le systéme racinaire le
font souvent au détriment du développement aérien, ce qui peut représenter une stratégie

adaptative face a des contraintes environnementales, telles qu’un sol pauvre ou sec.

Concernant les caracteres foliaires mesurés a la sixieme semaine (LGFT6, LRFT6,
SFT6), une corrélation extrémement forte est observée entre la longueur, la largeur et la
surface de la feuille (par exemple, r=0,939 entre LGFT6 et SFT6, et r=0,893r entre LRFT6 et
SFT6). Cela indique que la surface foliaire est trés étroitement déterminée par ces deux

dimensions, confirmant la stabilité du développement foliaire a ce stade de croissance.

La dimension des cotylédons (DCOT) est positivement corrélée a la surface foliaire a
T6 (r=0,463) ainsi qu’a LGFT6 et LRFT6 (r=0,497 et r=0,422 respectivement), ce qui suggere
que la vigueur initiale de la plantule influence partiellement le développement végétatif

ultérieur.

Du point de vue écologique, I’altitude (Alt) présente une corrélation négative modérée
avec la majorité des caractéres morphologiques, notamment avec WTP (r=—-0,295), LP
(r=—0,273) et WTS (r=0,269). Cela montre que les accessions issues de régions d’altitude
élevée tendent a étre moins developpées, ce qui pourrait étre d aux températures plus basses,
a une photopériode différente ou a une pression de sélection plus forte. D’ailleurs, I’altitude est
fortement corrélée négativement avec la température moyenne (Tm) (r=—0,797), ce qui

confirme ’effet environnemental indirect de 1’altitude sur la croissance.

En ce qui concerne les précipitations moyennes (Pm), on observe des corrélations
modérées et positives avec plusieurs caracteres morphologiques, notamment LS (r=0,501) et
LP (r=0,434), ce qui indique que les accessions originaires de régions plus humides présentent
un meilleur développement végétatif, particulierement en ce qui concerne les dimensions
foliaires. Une corrélation négative est par contre observée entre Pm et RW (r=—0,488r = -
0,488r=—0,488), suggérant que les plantes issues de zones plus séches investissent davantage

dans leur systéme racinaire.
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Enfin, la température maximale (TM) montre une corrélation positive modérée avec

LP (r=0,544) et LS (r=0,491), laissant penser que des températures plus élevées favorisent une

meilleure croissance, au moins pour certains caractéres morphologiques. Toutefois, la

température moyenne (Tm) ne semble pas influencer de maniere significative la majorité des

traits morphologiques, a ’exception d’une 1égére corrélation positive avec RW (r=0,231).

Tableau 7. Matrice de corrélation entre les différents caracteres morphologiques et les cing

paramétres écologiques.

Variable LP WP WTP SP LS WS WTS RW DCOT LGFT6 LRFT6 SFT6 Alt Pm Tm ™
LP 1
WP 0.514 1
WTP 0,814 0454 1
SP 0,477 0,224 0382 1
LS 0,535 0,498 0,308 0,078 1
WS 0,530 0,650 0,190 0,143 0,839 1
WTS 0,558 0,542 0,567 0,238 0,323 0,437 1
RW 0,824 -0378 0875 -0407 0414 -0170 -0,319 1
DCOT -0,041 -0,130 -0,036 -0,044 0,159 -0,167 0,506 0,141 1
LGFT6 0,091 0,000 0,065 -0,387 0,321 0,161 0,386 -0,105 0,497 1
LRFT6 0,126 -0,137 -0,072 -0364 0,181 -0,006 0035 0,051 0,422 0,723 1
SFT6 0,032 -0,013 0042 -0377 0,306 0,135 0,254 -0,066 0,463 0,939 0,893 1
Alt 0,273 -0,246 0,295 -0,119 -0,048 -0,152 -0,269 0,006 0,053 0,212 0,184 0,174 1
Pm 0434 0416 0,304 -0,179 0,501 0,358 0,058 -0,488 -0,166 0,050 -0,071 0,041 0,036 1
Tm 0,180 0,212 0,146 -0,035 -0,055 0,262 0,267 0231 -0,072 -0,251 -0,112 -0,184  -0,797 -0,208 1
™ 0544 -0,144 0414 0,163 0,491 0,340 0,191 -0,486 -0,055 0,322 0,114 0,284 0,166 0204 -0,146 1

1.5. Analyse des distances génétiques et des caractéristiques écogéographiques des

accessions de M. ciliaris

Pour évaluer la proximité ou la divergence entre les accessions de M. ciliaris, une analyse
des distances génétiques a été réalisée a partir des profils moléculaires obtenus, considérés
deux a deux. Ces distances permettent d’estimer le degré de ressemblance ou de
dissemblance entre les accessions sur la base des bandes amplifiées. Les résultats ont été
synthétisés sous forme d’une matrice de distance, exprimée en unités arbitraires (ex. : base
pair ou autre unité de migration), reflétant la différence moléculaire entre chaque paire.

Les distances observées varient considérablement, allant de d=3,9 entre Mc1 (Mila, Oued
Athmenia) et Mc19 (Guelma) a d=81,2 entre Mc3 (Constantine, Beni Hemiden) et Mc7
(Bouira, Akhdaria). Cette amplitude traduit une diversité génétique importante au sein des

16 accessions étudiées, avec une valeur moyenne estimée autour de 26 unités.
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Certains couples d’accessions se distinguent par leur grande similarité génétique, traduite
par des distances tres faibles, comme entre Mcl et Mc19 (3,9), Mcl et Mc10 (3,9), ou
encore Mc10 et Mc19 (5,3). Il est intéressant de noter que malgré la distance geographique
considérable entre Mila (Est) et Guelma, ou encore Blida, ces accessions partagent des
profils moléculaires trés proches. Cela peut s’expliquer soit par une origine génétique
commune, soit par des conditions écologiques analogues favorisant une pression de
sélection similaire (ex. : précipitations moyennes annuelles entre 568 et 564 mm, altitudes
comprises entre 70 et 798 m).

D’un autre coté, des accessions telles que Mc3 (Constantine, Beni Hemiden) et Mc7
(Bouira, Akhdaria) présentent les plus grandes distances génétiques (81,2), révélant une
divergence importante entre leurs profils. Cette dissimilarité peut étre attribuée aux
différences écogéographiques significatives entre leurs sites d’origine, notamment I’altitude
(429 m pour Mc3 contre 144 m pour Mc7) et les paramétres climatiques (précipitations,
température maximale). De méme, les distances élevées observées entre Mc12 (Ain Defla
2) et Mc7 (77,3), ou entre Mc12 et Mc3 (5,8), confirment cette tendance.

Un ensemble de groupes homogeénes peut toutefois étre mis en évidence. Par exemple,
Mc5 (Constantine, Chaabet Ersas) présente une proximité remarquable avec Mc6 (Sidi Bel
Abbes) avec une distance de 5,9, ainsi qu’avec Mcl4 (Relizane) avec une distance trés
faible de 2,1. Ce groupe regroupe des accessions de zones semi-arides a subhumides, aux
altitudes modérées (entre 58 et 584 m), indiquant une possible adaptation similaire.

Les accessions Mc2 (Mila, Bab Trouche), Mc5, Mc13 (Ain Defla 3) et Mc20 (Béjaia,
Akbou) présentent également des valeurs de distance modérées, allant de 4,1 a 7,3 unités.
Ces résultats suggérent un niveau intermédiaire de divergence, avec autant de
ressemblances que de différences moléculaires, probablement influencées par la variabilité
climatique et géographique de leurs régions d’origine.

En résumé, cette analyse montre que, bien que certaines accessions soient issues de
régions éloignées sur le plan géographique ou écologique, elles peuvent présenter des
profils génétiques trés similaires, et inversement. Cela reflete la complexité de la
structuration génétique de M.ciliaris en Algérie, influencée a la fois par I’histoire évolutive

des populations et par les facteurs environnementaux locaux.

36



Mcl
Mc2
Mc3
Mc5
Mc6
Mc7
Mc9
Mc10
Mcl1l
Mc12
Mc13
Mcl4
Mc16
Mcl7
Mc19
Mc20

Résultats et Discussion

Tableau 8. Distances génétiques obtenues entre les 16 accessions de M. ciliaris en se basant

sur les données morphologiques.

Mcl Mc2 Mc3 Mc5 Mc6 Mc7 Mc9 Mcl0  Mcll  Mcl2  Mcl3 Mcl4 Mcl6  Mcl7 Mc19 Mc20
0 28,441 54580 16,855 12,344 26,998 8,102 3911 6,592 50,644 25666 17,464 8251 8392 3901 21,751
0 26,282 12,165 17,203 55,065 33,439 29,840 32,869 22,601 4,151 11913 32,762 20,440 27,158 7,334
0 38,009 42,966 81,212 59,339 56,016 58,744 5881 29,281 37577 58,446 46,444 53,085 33,194
0 5975 43,430 22,103 18,530 21,267 34,002 9412 2,118 22,027 9,268 15977 6,546
0 38,488 16,699 14,149 16,182 39,063 14307 6,720 18,147 6,095 11,727 10,615
0 22,464 25,500 23,130 77,290 52,056 43,867 25880 35271 28,869 48,234
0 7,021 4,486 55572 30,354 22511 12,295 14,742 10,097 26,650
0 5685 52,143 26,835 18,863 9595 10,351 5327 23,222
0 54,856 29,689 21597 10364 13,264 7,801 26,159
0 25556 33,613 54,777 42575 49276 29,491
0 8,738 30,428 17,725 24,302 5,615
0 22,818 9,888 16,413 6,911
0 13,302 8,485 26,238
0 7,245 14,033
0 20,435
0

1.6. Classification ascendante hiérarchique (CAH) en se basant sur les données

morphologiques.

Classification CAH est une méthode statistique utilisée pour regrouper des objets ou

autres dans des groupes homogeénes sur la base de leur similarite.

Les regroupements hiérarchiques visibles sur le dendrogramme révelent la formation de

4 groupes principaux.

Le premier cluster (d=12.50) regroupe sept accession (MC17, MC6, MC14, MC5, MC13,
MC2, MC20) (Medea, Sidi Belabbes, Relizane, Constantine, Ain Defla, Mila, Béjaia), avec

gamme des étages bioclimatique varient de subhumide au humide au hyper humide.

Le deuxieme cluster comprenne six accession a un degré de distance (d=9.79) (Guelma,
Mila, Blida, Ain Defla, Alger, Mascara), avec une large gamme des étages bioclimatique qui
varie de au hyper_ humide au humide au subhumide au semi sec.

Le troisiéme cluster est constitué deux accession (MC7, MC12) appartenant a des régions
de nord-ouest de Algérie (Bouira, Ain Defla) avec un climat humide.

L’accession MC3 qui est collectée dans une région subhumide Constantine, forme le
quatriéme groupe qui est considéré indépendant des autres avec le degré le plus élevé de

distance génétique (d=46.30).
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Figure 9. Classification hiérarchique en UPGMA des 16 accessions de M. Ciliaris basée
sur les données morphologiques: le premier groupe, le deuxiéme groupe, le troisieme

groupe, le quatrieme groupe.

2. Analyse de la diversité moléculaire

L’analyse des profils ¢lectrophorétiques des produits PCR a été réalisée par une
observation visuelle des pistes obtenues apres électrophoreése. Les positions relatives des bandes
ont été évaluées a 1’ceil nu, puis traduites en une matrice binaire, indiquant la présence (1) ou
I’absence (0) d’une bande. Les bandes présentant une méme mobilité ont été considerées

comme représentant le méme fragment d’ADN, indépendamment de leur intensité.

A partir de ces données, une matrice de similarité a été calculée en utilisant I’indice de
Jaccard selon la méthode de « Simple Matching ». Un dendrogramme illustrant les relations
entre les accessions a ensuite été généré a ’aide de la méthode de groupement hiérarchique
UPGMA. Par ailleurs, des matrices de distances génétiques entre les différentes accessions ont

également été établies.

2.1. Mobilité et fréquence des amplifiants
La lecture des diagrammes électrophorétiques consiste a mesurer la mobilité (en
centiméetres) de chaque bande en déterminant la distance parcourue par celle-ci dans le gel de

séparation. Cette mobilité correspond a la distance entre le point d'application de I'échantillon
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et la position finale de la bande dans le gel. Afin de corriger les variations éventuelles de
mobilité d’un gel a l'autre ; A cet effet, nous avons utilisé une accession de référence comme
point de repére afin de corriger les variations de mobilité observées entre les différents gels.
Sur la base de la mobilité électrophorétique et des données génétiques, les bandes lentes
sont associées a des fragments de poids moléculaire élevé, tandis que les bandes intermédiaires

et rapides refletent des fragments de poids moléculaire plus faible.

Les résultats obtenus aprés la migration des ADN amplifiés ont révélé des
électrophorégrammes présentant des intensités variables, selon les microsatellites analysés. Les
bandes sont bien séparées, avec une excellente résolution, mettant en évidence un

polymorphisme entre les différentes accessions.

MCc4 MmCs MCé MC7 Mmcg MCs MCio0 ™MCii MCi3 MCi4 MCi16 MC17 MCi18 MC19

Figure 10. Profil électrophorétique des bandes SSR de I’espéce M. ciliaris révélés par
I’amorce AFcttl
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MC4 MC5 MC6 MC7 mMC8 MCS mMCi0 MCii MC1i3 MCi4 MCi6 MC17 MC18 MC19

Figure 11. Profil électrophorétique des bandes SSR de I’espéce M. ciliaris révélés par
I’amorce AFct32

< Amorce AFcttl

Chez les 14 accessions de cette espéce, neuf bandes distinctes ont été détectées, présentant des
mobilités comprises entre 0,28 cm et 5,43 cm. Le tableau 7 en illustre les fréquences.

L’analyse du tableau met en évidence une grande variabilité des fréquences entre les accessions
de M. ciliaris. Parmi les neuf bandes détectées, seules deux (B6 et B9) sont monomorphes, étant
présentes dans 1’ensemble des accessions. La bande B4 présente une fréquence légerement
inférieure a 0,86, ayant été absente chez seulement deux accessions.

Des frequences intermédiaires, comprises entre 0,50 et 0,43, ont été enregistrées pour trois
bandes : Bl, B7 et BS. A titre d’exemple, les bandes B7 et B8 ont été détectées chez six
accessions chacune, avec une fréquence de 0,43. Les bandes restantes, telles que B2 et B5, sont
partagées entre seulement deux ou trois accessions, affichant ainsi de faibles fréquences, variant
de 0,21 a0,14.

La fréquence la plus faible (0,04) a été observée pour la bande B3, spécifique a I'espéce M.
ciliaris. Cette bande, amplifiée avec l'amorce AFcttl, n’a été détectée que dans une seule
accession, ce qui lui confére un caractéere polymorphe. Elle distingue particulierement
I’accession MC9, originaire de la région d’Alger.

«» Amorce AFct32

Les diagrammes électrophorétiques obtenus avec I’amorce Afct32 ont révélé la présence de huit
bandes réparties sur I’ensemble du gel, numérotées de la plus lente a la plus rapide, avec des
mobilités comprises entre 0,32 cm et 5,64 cm. Les fréquences d’apparition de ces bandes dans
les 14 accessions de I’espéce M. ciliaris sont présentées dans le tableau 8.
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Deux bandes (B14, B17), ont été identifiées comme monomorphes, car elles sont présentes dans
I’ensemble des accessions avec une fréquence de 100 %. Quatre autres bandes (B12, B11, B15
et B13) présentent des fréquences moyennes comprises entre 0,57 et 0,71, indiquant qu’elles
sont partagées par 8 a 10 accessions. Enfin, les fréquences les plus faibles (0,07) ont été
observées pour les bandes B10 et B16, chacune étant détectée dans une seule accession
uniquement.

41



Résultats et Discussion

Tableau 9. Matrice présence/absence, mobilités et fréquences pour I’'amorce AFctt] des 14 accessions de M.ciliaris

Bandes | Mc4 | Mc5 | Mc6 | Mc7 | Mc8 | Mc9 | Mcl0 | Mcll | Mcl13 | Mcl4 | Mcl6 | Mcl7 | Mc18 | Mc19 | somme | fréguence

1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 7 0,50
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 3 0,21
3 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,07
4 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 12 0,86
5 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0,14
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 14 1,00
7 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 6 0,43
8 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 6 0,43
9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 14 1,00

Tableau 10. Matrice présence/absence, mobilités et fréquences pour I’amorce AFct32 des 14 accessions de M. ciliaris

Bandes | Mc4 | Mc5 | Mc6 | Mc7 | Mc8 | Mc9 | Mcl0 | Mcll | Mcl3 | Mcl4 | Mcl16 | Mcl7 | Mc18 | Mc19 | somme | fréquence
10 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0,07
11 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 9 0,64
12 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 8 0,57
13 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 10 0,71
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 14 1,00
15 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 9 0,64
16 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,07
17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 14 1,00
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2.2. Analyse genétique

Dans le cadre de I’évaluation du polymorphisme génétique chez 14 accessions de M.
ciliaris, cing marqueurs SSR ont été testés. Parmi ceux-ci, trois n’ont donné aucun produit
d’amplification. Seuls deux marqueurs, AFctt] et AFct32, se sont révélés amplifiables, générant
au total 17 fragments de tailles comprises entre 13 et 154 pb. Le marqueur AFcttl a permis de
détecter 9 bandes, tandis qu’AFct32 en a produit 8, dont les tailles varient de 11 a 154 pb
(tableau 9).

Tableau 11. Nombre total des bandes amplifiées et polymorphisme dans les 14 accessions pour

chaque marqueur SSR.

Nombre de | Moyenne de | Taille de la | Nombre de | Quantité de
bandes nombre des | bande (pb) | bandes polymorphisme
Locus amplifiées bandes polymorphiques | (%)
AFcttl 9 4.64 (3-7) 13-154 7 77.77
AFct32 8 4.71 (2-6) 11-154 6 75

Les deux amorces ont donné 17 fragments d’ADN amplifiés avec 13 bandes SSR

polymorphes pour les 14 accessions.

Le nombre de bandes polymorphes varie entre 6 et 7, avec un pourcentage de polymorphisme
de 75,00 % pour le marqueur AFct32 et de 77,77 % pour AFcttl.

2.2. Analyse des relations génétiques entre accessions de M. ciliaris a partir d’une matrice

de similarité (indice de Jaccard)

Afin de mieux comprendre le degré de proximité ou de divergence génétique entre les
différentes accessions de M.ciliaris, une matrice de similarité a été établi en utilisant I’indice
de Jaccard. Ce coefficient permet d’évaluer la similarité des profils moléculaires obtenus via
les marqueurs SSR, et par conséquent, de quantifier les relations génétiques entre les accessions
deux a deux. Les résultats ont révélé des valeurs de similarité comprises entre 0,308 et 1,000,

reflétant ainsi un niveau de polymorphisme variable entre les échantillons analysés.

Les plus fortes similarités (valeur = 1,000) ont été enregistrées entre certains couples

d’accessions, notamment Mc5/Mc7, Mc5/Mc19 et Mc7/Mc19, indiquant une identité ou une
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trés grande proximité génétique. Ces accessions pourraient provenir de zones geographiques
similaires ou avoir subi des conditions environnementales comparables ayant conduit a un
profil génétique quasi identique. D'autres accessions comme Mc4 ont également montré une
forte similarité avec Mc5 et Mc7 (valeurs = 0,900), suggérant leur appartenance a un méme

groupe génétique ou leur proximité évolutive.

En revanche, des similarités plus faibles ont été observées, comme entre Mc9 et Mc17 (valeur
= 0,308), traduisant une divergence génétique importante. Cette variation peut étre expliquée
par D'origine géographique distincte des accessions, ainsi que par les conditions €écologiques

hétérogenes de leurs sites de prélevement.

Globalement, la moyenne des similarités indique I’existence de groupes d’accessions proches
génétiqguement, aux co6tés d’accessions plus divergentes. Cette diversité génétique représente
une richesse précieuse pour les programmes de sélection variétale et de conservation des
ressources phylogenétiques. L’exploitation de cette variabilit¢é pourrait permettre

I’identification de génotypes adaptés a différentes contraintes environnementales

Afin de mieux évaluer le degré de ressemblance génétique entre les accessions de
M.ciliaris, une matrice de similarité a été établie en utilisant un coefficient de similarité compris
entre O et 1. Les valeurs proches de 1 traduisent une forte similarité, tandis que celles proches
de 0 indiquent une divergence génétique importante. Les resultats montrent des similarités
allant de 0,308 a 1,000. Certaines paires d’accessions, telles que Mc5/Mc7, Mc5/Mc19 et
Mc7/Mc19, présentent une similarité parfaite (1,000), traduisant une identité genétique
compléte ou quasi complete. Ces accessions sont trés probablement issues d’une méme origine
géographique ou soumises a des pressions environnementales similaires. De méme, Mc4
montre une forte similarité avec Mc5 et Mc7 (0,900), ce qui suggére qu'elles appartiennent a

un méme groupe génétiqguement homogeéne.

A l'inverse, des niveaux de similarité plus faibles ont été observés, notamment entre Mc9
et Mcl17 (0,308), indiquant une divergence génétiqgue marquée. Ces variations pourraient
s’expliquer par des origines écogéographiques différentes ou des adaptations spécifiques a des
environnements contrastés. D’autres accessions comme Mc6, Mcl1 et Mcl3 affichent des
similarités intermédiaires avec plusieurs autres échantillons (entre 0,700 et 0,769), traduisant

une proximité génétique partielle, mais avec des différences notables.

Ces résultats permettent de dégager des groupes d’accessions génétiquement proches,

pouvant servir de base pour la conservation de ressources génétiques ou les programmes de
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sélection. Par ailleurs, les accessions les plus divergentes représentent un intérét particulier pour
I’introduction de variabilité génétique dans les croisements. L ensemble des données met ainsi
en évidence un polymorphisme génétique significatif au sein des accessions analysées, reflet

de leur diversité géographique et écologique.

Tableau 12. Distances génétiques obtenues entre les 14 accessions de M. ciliaris en se basant

sur les données moléculaires.

Mc4 Mc5 Mc6 Mc7 Mc8 Mc9 Mcl0 Mcll Mcl3 Mcl4 Mcl6 Mcl7 Mc18 Mc19

Mc4 1 090 0,750 0,900 0818 0571 045 0692 0,636 0462 0357 0500 0,833 0,900

Mc5 1 0,818 1,000 0,727 0,615 0500 0,615 0,700 0,385 0,286 0,556 0,750 1,000
Mc6 1 0,818 0,615 0,769 0545 0,769 0,727 0,538 0,429 0,455 0,769 0,818
Mc7 1 0,72r 0,615 0,500 0,615 0,700 0,865 0,286 0,556 0,750 1,000
Mc8 1 0,467 045 0571 0,500 0,462 0,357 0,500 0,692 0,727
Mc9 1 0,385 0,600 0,538 0,400 0,500 0,308 0,600 0,615
Mc10 1 0,500 0,750 0,667 0,500 0,833 0,385 0,500
Mcl1l 1 0,667 0,615 0,500 0,417 0,714 0,615
Mc13 1 0,545 0417 0625 0,538 0,700
Mc14 1 0,800 0,556 0,615 0,385
Mc16 1 0,400 0,500 0,286
Mc17 1 0,417 0,556
Mc18 1 0,750
Mc19 1
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2.3. Classification ascendante hiérarchique (CAH)

Le dendrogramme est construit a partir des distances genétiques ou des bandes issues du
profil électrophorétique obtenu pour les marqueurs SSR analysés. Les regroupements

hiérarchiques visibles sur le dendrogramme révelent la formation de trois groupes principaux.

Le premier cluster (d=0.60) regroupe neuf accession ( MC7, MC5, MC19, MC4, MC6,
MC18, MC8 , MC11, MC9) ( Bouira , Constantine , Guelma , Sidi Belabbes , Tissemsilt ,

Alger , Ain Defla) , avec gamme des étages bioclimatique varient de subhumide au humide.

Le deuxiéme cluster comprenne trois accession a un degré de distance (d=0.68) (Medea,
Mascara, Ain Defla, Blida), avec une large gamme des étages bioclimatique qui varie de au

hyper_ humide au humide au subhumide au semi sec.

Le troisieme cluster est constitué deux accession (MC16, MC14) appartenant a des

régions de nord-ouest de Algérie (Mascara, Relizane) avec un climat semi sec.

Dendrogramme

Mc7

Mc5

Mc19

Mc4 —

Mc6

Mc18

Mc8

Mcl1

Mc9

Mc17 ]

Mc10

Mc13

Mc16 ]

Mc14

0.9512707 0.8512707 0.7512707 0.6512707 0.5512707 0.4512707

Similarité

Figure 10. Classification hiérarchique en UPGMA des 16 accessions de M. Ciliaris basée

sur le polymorphisme des SSR : le premier groupe, le deuxieme groupe, le troisiéme
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groupe.

3. Discussion

Cette étude vise a évaluer la diversité génétique au sein des populations de 1’espéce M.
ciliaris. Pour ce faire, 20 accessions collectées a travers un large éventail de zones climatiques
du nord de I’Algérie ont été analysées a I’aide de marqueurs SSR et de caractéres

morphologiques.

Nos résultats ont révélé une variabilité morphologique significative aussi bien au sein des
populations qu'entre elles, concernant les caractéres des gousses, des graines et des plantules.
Par ailleurs, les taxonomistes s'accordent a considérer les caractéristiques des fruits (gousses et
graines) comme des critéres essentiels pour différencier les especes du genre Medicago L.
(Heyn, 1963; Lesins et Lesins, 1979; Quézel et Santa, 1962; Small et Jomphe, 1989). Cette
diversité morphologique marquée concorde avec les conclusions de nombreuses études portant
sur la variabilité génétique des collections de matériel génétique de Medicago L. (Al-Faifi et
al., 2013; Bonnin et al., 1996; Bullita et al., 1994; Cherifi et al., 1993; El Hansali et al., 2007,
Radwan et al., 1980; Tucak et al., 2008; Zivkovi¢ et al., 2012

Plusieurs études ont mis en évidence que M. ciliaris présente, elle aussi, une grande
diversité morphologique et phénologique. Cette variabilité est particulierement marquée entre
les populations naturelles issues de différentes régions écogéographiques. En ce sens, des
travaux menés sur des accessions algériennes ont révélé une variabilit¢ morphologique
hautement significative, traduisant un fort polymorphisme au sein méme des populations et
également entre-elle. Cette diversité s’explique notamment par I’adaptation de 1’espéce aux
conditions climatiques contrastées des zones d’origine, qu’elles soient cotiéres, semi-arides ou
montagneuses. Ces résultats confirment que M. ciliaris, constitue un matériel génétique
d’intérét pour les programmes d’amélioration des légumineuses fourrageres adaptées aux

environnements méditerranéens.

M. ciliaris, a I'instar des autres especes annuelles du genre Medicago, produit une
quantité importante de gousses indéhiscentes renfermant des graines dures, favorisant ainsi la
pérennité de I'espéce dans des environnements méditerranéens. Cette caractéristique, rapportée
par Abdelkefi et Marakchi (2000) pour les espéces annuelles de Medicago, s’observe également

chez M. ciliaris. Par ailleurs, bien que la quantité de gousses puisse varier selon les conditions
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environnementales, M. ciliaris se distingue par une bonne capacité de production de graines,

comparable a celle d’autres luzernes annuelles étudiées par Loi et al. (2000).

En revanche, les populations précoces, bien que présentant un développement végétatif
moins prononcé, produisent des gousses et des graines généralement plus lourdes, ce qui peut
constituer un avantage pour la reproduction et la survie des semences. Cette dualité refléte des

stratégies adaptatives distinctes, influencées par les conditions environnementales locales.

Ainsi, pour M.ciliaris, il est essentiel de poursuivre les recherches afin de mieux
comprendre 1’impact du moment de la floraison sur ses performances agronomiques,
notamment dans les régions mediterranéennes ou les contraintes climatiques varient fortement
(Chebouti et al., (2006) Laouar et Abdelguerfi (1999)).

Chez M.ciliaris, les relations entre les caractéres biométriques et les facteurs
environnementaux apparaissent parfois contrastées, comme I'ont révélé certaines analyses multi
variées, notamment I'Analyse en Composantes Principales (ACP). La variabilité observée, a la
fois entre les populations et au sein de chacun, peut étre attribuée a la large repartition

géographique de l'espece et a I’hétérogénéité écologique des habitats d’origine.

Plusieurs travaux antérieurs (Laouar et Abdelguerfi, 1999 ; Al-Faifiet al., 2013 ; Zivkovi¢
et al., 2012) ont mis en évidence une corrélation positive entre les traits morphologiques et les
facteurs climatiques chez différentes espéces du genre Medicago, y compris M. ciliaris. Ces
résultats confirment que les conditions environnementales — telles que la température, la
pluviométrie ou I’altitude — influencent significativement I’expression phénotypique de cette

espece, traduisant ainsi une forte capacité d’adaptation aux variations du milieu.

Des recherches menées par Laouar et Abdelguerfi (1999) ont examiné la relation entre
les caracteres biologiques et les facteurs du milieu pour les espéces M.ciliaris et M. intertexta.
Ils ont observé que les populations de M.ciliaris présentent une variabilité significative en
fonction des conditions écologiques, notamment la pluviométrie, la température et l'altitude.
Cette variabilité¢ se manifeste par des différences dans les caractéres phénologiques et
morphologiques, tels que le début de la floraison et la hauteur des plantes. Les analyses
statistiques, telles que les matrices de corrélation et les régressions linéaires, ont révélé des
relations entre ces traits et les facteurs climatiques, soulignant I'impact de I'environnement sur
la diversité de cette espéce. Ces résultats suggerent que, les conditions bioclimatiques

influencent les caractéristiques phénotypiques de M. ciliaris.
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De plus, une étude menée en Tunisie (Cherifi K, 1993) a montré que les populations de
M. ciliaris présentent une diversité phénotypique et génétique significative, avec des variations
dans les traits morphologiques entre les populations, en fonction de leur origine géographique.
Cette diversité est influencée par les conditions bioclimatiques locales, telles que la
pluviométrie et la température, ce qui reflete l'adaptabilité de I'espece a différents
environnements. Ces observations renforcent I'idée que les facteurs bioclimatiques, tels que les
précipitations estivales et la latitude, jouent un réle important dans la détermination des traits

phénotypiques de M. ciliaris.

Ainsi, bien que les corrélations spécifiques puissent varier, les tendances générales
observées chez M. ciliaris, indiquant que les conditions bioclimatiques influencent de maniére

significative les caractéristiques morphologiques et phénologiques de cette espece.

Les travaux de Laouar et Abdelguerfi (1999) ont mis en évidence une importante
variabilite intra-populationnelle chez Medicago ciliaris, influencée par des parametres
écologiques tels que la pluviométrie, la température et I’altitude. Cette diversité se manifeste
notamment par des différences phénologiques (comme la précocite de floraison) et
morphologiques (telles que la hauteur des plantes). Des analyses statistiques, comprenant des
matrices de corrélation et des régressions linéaires, ont montré que ces caractéres sont
étroitement liés aux conditions climatiques, confirmant ainsi 1’effet significatif de

I’environnement sur I’expression phénotypique de I’espéce.

En outre, une étude réalisée en Tunisie a confirmé D’existence d’une diversité
phénotypique et génétique marquée chez M. ciliaris, avec des variations morphologiques nettes
entre les populations selon leur origine géographique. Cette diversité est fortement conditionnée
par les caractéristiques bioclimatiques locales (notamment la température et la pluviométrie),
ce qui témoigne d’une forte capacité d’adaptation de I’espéce a des environnements variés. Ces
observations appuient I’idée que des facteurs tels que les précipitations estivales et la latitude

jouent un réle déterminant dans 1’expression des caractéres phénotypiques.

Ainsi, bien que les corrélations spécifiques puissent différer selon ’environnement, les
tendances générales chez M. ciliaris soulignent I’influence majeure des conditions

bioclimatiques sur ses traits morphologiques et phénologiques.

Badri et al. (2007) ont également mis en évidence des corrélations entre les caractéres

quantitatifs des plantes et les facteurs écogéographiques des sites d’origine.
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L’étude du polymorphisme morphologique est fréquemment complétée par ’analyse du
polymorphisme iso enzymatique ou moléculaire (Ballve et al., 1997 ; Moore, 2001). Les
marqueurs microsatellites, en raison de leur taux de mutation élevé, sont particuliérement
efficaces pour détecter un niveau important de polymorphisme, notamment a I’échelle
interspécifique. Ils permettent de sélectionner des caractéres d’intérét en fonction du génotype,
ce qui constitue un atout pour accélérer et optimiser les programmes de sélection végétale. Par
ailleurs, les marqueurs possédant un grand nombre d’alleéles fournissent des informations

précieuses pour les études de structure génétique des populations (Ronfort et al., 2006).

Sous des conditions optimales d'amplification de I’ADN, la technique des marqueurs
microsatellites (SSR) permet d’obtenir rapidement une grande quantité de produits fiables,
riches en informations, avec des profils a la fois reproductibles et fortement polymorphes
(Prevost et Wilkinson, 1999 ; Haouari et Ferchichi, 2004).

Toutes les accessions examinées ont revelé un polymorphisme intraspécifique notable a partir
des deux marqueurs SSR utilisés. Cela est cohérent avec le fait que les espéces annuelles du
genre Medicago sont autogames, un mode de reproduction qui réduit le flux génétique et, par

conséquent, favorise une différenciation locale accrue entre les populations (Charlesworth,
2003).

L’analyse de la diversité génétique de Medicago ciliaris a 1’aide de marqueurs microsatellites
(SSR) a permis de mettre en évidence une importante variabilité génétique entre les 14
accessions étudiées. Deux amorces, AFcttl et AFctt32, ont été selectionnées pour leur capacité
a produire des profils d’amplification nets et polymorphes, ce qui reflete leur puissance
discriminante (Doyle et Doyle, 1990). La séparation des produits de PCR sur gel de
polyacrylamide a révél¢ des bandes spécifiques a chaque génotype, témoignant d’un
polymorphisme allélique significatif, caractéristique essentielle pour différencier les génotypes
dans les études de diversité (Langridge et al., 2001 ; Khadari et al., 2003).

Le taux de polymorphisme observé dans cette étude est éleve, ce qui confirme la richesse du
patrimoine génétique de M. ciliaris et la pertinence des SSR comme marqueurs de choix pour
I’évaluation de la diversité intraspécifique (Budak et al., 2003). Ce résultat rejoint les travaux
antérieurs menés sur d’autres especes du genre Medicago, comme M. truncatula et M. sativa,
ou les SSR ont montré une grande efficacité dans la discrimination génétique (Smykal et al.,
2011 ; Branca et al., 2011).
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L’analyse des distances génétiques, calculées a partir de I’indice de Jaccard (Jaccard, 1908), et
leur représentation par classification hiérarchique ascendante (UPGMA) ont permis d’identifier
plusieurs groupes distincts. Cette structuration génétique refléte probablement I’influence de
facteurs écogéographiques comme I’altitude, les températures moyennes saisonnieres et la
pluviométrie annuelle, éléments bien connus pour faconner la différenciation génétique dans
les populations végétales (Medoukali, 2016 ; Gharred et al., 2022). Par ailleurs, la nature
autogame de I’espéce favorise 1’accumulation de mutations spécifiques a chaque population et
augmente I’homozygotie, contribuant ainsi a la formation de groupes génétiques distincts

(Lesins et Lesins, 1979 ; Abdelguerfi et al., 1988).

Ces résultats suggerent que M. ciliaris possede une base génétique suffisamment large pour étre
exploitée dans des programmes de sélection destinés a 1’adaptation aux conditions arides et
semi-arides. La diversité génétique detectée constitue un atout majeur pour la sélection de
génotypes résistants au stress hydrique, a la salinité ou aux sols pauvres (Abdous, 2021 ; Aloui,
2022). En outre, I’approche moléculaire utilisée dans cette étude confirme I’'importance des
techniques de génotypage moderne pour la conservation et la valorisation des ressources
phylogénétiques  locales dans un  contexte de  changement  climatique.
Doyle J.J. & Doyle J.L. (1990). Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, 12:13-15.
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Ce travail de recherche visait & évaluer la diversité au sein de I'espece M. Ciliaris, en utilisant
des marqueurs morphologiques et moléculaires. L’étude a porté sur 20 échantillons collectés

dans différentes conditions écogéographiques du nord de I’ Algérie.

20 accessions de M. ciliaris ont été évaluées morphométriquement a 1’aide d’un comparateur a
cadran de précision (0,01 mm). Pour chaque accession, 12 caractéres quantitatifs liés aux
graines, aux gousses et aux cotylédons ont été analysés, notamment la longueur des gousses, la
taille des graines, le poids pour 1 000 graines (WTS) ainsi que le rapport du poids des graines
sur celui des gousses (RW). Cette étude a mis en évidence des variations significatives des
paramétres biométriques, influencées par les conditions environnementales et climatiques. Elle
a également permis d’identifier les criteres morphologiques les plus discriminants entre les

accessions.

Une diversification génétique notable a été observée entre les populations de M. Ciliaris
échantillonneées dans des contextes ecogéographiques trés variés, mettant en évidence

I’influence des conditions environnementales sur la structuration génétique de I’espece.

Les marqueurs moléculaires, en particulier les marqueurs SSR analysés par PCR, jouent un réle
essentiel dans I’évaluation de la diversité génétique de I’espéce M. Ciliaris. lls permettent de
détecter avec précision les variations génétiques entre les individus, facilitant ainsi 1’étude de

la structure genétique des populations et la gestion des ressources génétiques.

Identifier les différences observées sur les électrophorégrammes obtenus a 1’aide des amorces
AFct32 et Afcttl chez les différentes accessions analysées, Dix-sept bandes SSR ont été
recensées a travers I'ensemble de la collection, présentant des mobilités et des fréquences tres

variables ; parmi elles, 13 se sont révélées polymorphes.

La caractérisation phylogénétique des différentes accessions, réalisée par une classification
hiérarchique selon la méthode UPGMA, a révélé une corrélation entre le regroupement des
accessions basé sur le polymorphisme des microsatellites et les facteurs climatiques ainsi que

géographiques des régions d’origine de ces accessions.

D'autres approches et méthodes seraient nécessaires et complémentaires a cette étude afin

d’approfondir les connaissances acquises et d’en élargir la portée :
e Mieux évaluer la diversité génétique observée et confirmer les résultats obtenus.

e DL’intégration de marqueurs morphologiques et moléculaires supplémentaires

permettrait une compréhension plus fine de la structuration génétique, ainsi que du role
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des facteurs écologiques dans la différenciation de cette espéce algérienne. Cela pourrait
également fournir des indications sur les modéles évolutifs associés aux accessions

étudiées dans leurs contextes environnementaux.

Approfondir les connaissances sur cette espece en vue de sa valorisation dans divers

domaines, tels que I’écologie, I’agriculture, I’industrie et la médecine.
Mieux comprendre les mécanismes d’adaptation propres a ce groupe végétal.

Etendre 'utilisation des microsatellites a d'autres genres et espéces, afin de contribuer

a la préservation de la biodiversité et des ressources géenétiques.

Elargir les zones de collecte des échantillons a I’ensemble des régions ot cette espéce
est présente en Algeérie, en veillant a recueillir de maniére exhaustive des données

environnementales pertinentes, telles que les paramétres climatiques et édaphiques.

Essayer de corréler cette diversit¢é morphologique et moléculaire avec d’autres

marqueurs.
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ANNEXE 1. Protocole de germination

- Mettre les grains dans 5 volumes de 1’acide sulfurique (H2SO4), concentré pendant 8 min
avec une agitation intermittente.

- Mettre les grains dans 5 volumes de 5% de sodium hypochlorite pendant 3 min

- Décanter 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 rincage.

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

pendant 3jours, puis a 14°c pendant 24 heures a I’abri de la lumiere.
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ANNEXE 2. Extraction de ’ADN
D’apres la méthode de Doyle et Doyle 1990.

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

Broyer le matériel végétal (environ 150 mg) dans un mortier avec 1’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 & 65 °C avec agitation. -
Centrifuger 15 min a 10 000 rpm & 4 °C.

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

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

Agiter pendant 45 min a vitesse lente (100 a 150 rpm) sur une table d’agitation (faire
attention aux fuites).
Centrifuger 15 min a 10000 rpm a 4°C.

Récupérer la phase aqueuse supérieure a 1’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 supérieure a I’aide
de micropipette P1000 et la mettre dans un nouveau tube d’eppendorf.
Ajouter 3 a 5 pl de RNAse A (10 mg/ml), agiter par inversion et incuber 30 min a 37
°C.
Ajouter 540 ul (2/3 Vol) d’Isopropanol froid (-20°C)

Inverser les tubes doucement jusqu’a I’apparition d’une pelote blanche. - Laisser
précipiter a -20 °C pendant 5 210 min. - Centrifuger 10 min a 10000 rpm a 4 °C.

Eliminer le surnageant trés délicatement (a I’aide de micropipette) - Ajouter 500 pl 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 pl de solution de lavage 2.

Ne pas incuber plus de 5 min

Centrifuger 5 min a 10000 rpma 4 °C

Eliminer le surnageant et sécher I’ADN a I’air libre pendant 10 a 20 min. - Suspendre le
culot d’ADN dans 100 pl de TE 0.1X

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

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

- NaCl 81.8 g 1.4 M

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

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

- Ajuster le pH a 8.0 avec ’'HCI 1 M, puis compléter le volume a 1 litre. - Stériliser 15-
20 minutes a I’autoclave a 120°C.

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

Tampon de dissolution d’ARNase

-Tris 0,12 g 10 mM

-NaCl 0,88 g 15 mM

- H20 up Qspl L

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

- Ajuster le pH a 7.5 par addition d’HCI puis compléter au volume final avec 1’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 a 100 °C au bain marie - Laisser refroidir a température du laboratoire -
Stocker au congélateur a -20 °C.

Solution Lavage 1

- Acétate del1l6 g 200 mM
Sodium

- Eau distillée 24 mL

- Dissoudre ’acétate de sodium avant d’ajouter 1’éthanol
- Ethanol 100 % Qsp 100 mL
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TE 1X (pH 8)

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

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

- Ajuster le pH a 8.0 avec I’'HCI fumant. - Compléter le volume.
- Stériliser 15-20 minutes a I’autoclave a 120 °C. Stocker a température ambiante.

Les concentrations mentionnées correspondent aux concentrations finales.
Remplir une fiche solution en notant toutes les informations disponibles. Noter date, nom du
produit et numéro du lot de la solution sur le flacon.
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ANNEXE 3. CONTROLE DE QUALITE « Electrophorése sur gel d’agarose »
Préparer un gel d’agarose 0.8% dans du TBE 1X
Déposer 5 L (soit 500 ng) de chaque échantillon
Faire migrer ’ADN 15 min. a 100V

Colorer le gel d’agarose 10 min. dans une solution BET a 2 pg/mL

Attention : le BET est un mélange puissant, respecter les consignes de sécurité et
travailler avec des gants

Prendre une photo du gel sous UV

Attention : les UV peuvent causer des brulures graves, respecter les consignes de
sécurité
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ANNEXE 4. Protocole expérimental pour I’analyse de I’ADN par SSR
Préparer le mélange réactionnel (ou « Mix ») comme sulit :

- Eau pure sterile 6.5 pL
- Tampon 10X 3 pL
- MgCl, 25 mM 1.2 uL
- ANTP mix 10 mM 24 puL
- Amorces (sens et anti-sens) 10 uM 1.8 uL
- Taq (2.5 U) 0.3 pL
- ADN (50 ng/uL) 3 pL
Volume finale 20 pL

Réaliser ’amplification selon le programme suivant

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

Dénaturation 94 45s

Hybridation 55 45s 35

Elongation 72 1 min.

Elongation finale 72 10 min. 1

Gel de Polyacrylamide a 8%

-Acrylamide-bisacrylamide (29 :1) 3.2 mL

-Tampon TBE 5X 2.4 mL

-Eau distillée 6.4 mL

-APS (10%) 200 pL

-TEMED 10 pL
Tampon TBE 10X

-Tris 108 g

-Borate 55 g

-EDTANa2 7.44 g

-Eau distillée Qspl L
Tampon de migration

-TBE 0.5X

Solution de révélation

-BET (2mg/mL) 100 pL

-Eau distillée 100 mL

ATTENTION : Le bromure d’éthidium (BET) est dangereux par contact, inhalation et
ingestion (agent mutagéne), porter des gants doubles en latex ou des gants simples en
nitrile.
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Résumé
Le présent travail s’inscrit dans le cadre de I’évaluation et de la valorisation des ressources
phylogénétiques présentant un intérét agronomique en Algérie. L’objectif de cette étude est de
mettre en évidence une éventuelle variabilité génétique au niveau des microsatellites, a travers
I’utilisation de la technique d’amplification PCR, combinée a une électrophorése sur gel de
polyacrylamide, ainsi qu'une analyse biométrique réalisée sur 20 accessions de I’espéce
M.ciliaris, collectées dans divers sites écogéographiques couvrant un large éventail des étages

bioclimatiques du nord de 1’ Algérie.

La diversité des microsatellites a été étudiée a partir d’une matrice de présence/absence des
bandes. La fréquence de ces bandes a été calculée pour I’ensemble des accessions a partir de
deux amorces SSR. Les distances génétiques ont été estimées selon ’indice de Jaccard, et des
dendrogrammes ont été construits en utilisant la méthode de groupement hierarchique UPGMA.
Par ailleurs, des matrices de distances génétiques entre les 16 accessions ont été établies. En ce
qui concerne 1’analyse morphologique, une analyse en composantes principales (ACP) a été
réalisée.

Au total, 17 bandes ont été générées par les deux amorces SSR, dont 8 bandes pour ’amorce
AFct32 et 9 pour ’amorce AFcttl. Le nombre et la fréquence des bandes varients d’une
accession a I’autre. Certaines bandes sont partagées par deux ou trois accessions, tandis que
d'autres sont spécifiques a une accession donnée. Le polymorphisme observé a éte confirmé par
la classification hiérarchique des accessions. En complément, les résultats de I’ACP révelent
une grande diversité génétique entre les accessions étudiées, en soulignant une certaine

corrélation avec leur origine écogéographiques.

Les résultats montrent qu’il existe une diversité génétique entre les populations de M. ciliaris

en Algérie. La détermination de cette différence est attribuée aux marqueurs utilisés.
Mots-clés : Microsatellites, Polymorphisme, Algérie, M. ciliaris, morphologie, PCR,

AFct32, AFcttl, ADN.
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Abstract

This work is part of the evaluation and valorization of phylogenetic resources of agricultural
interest in Algeria. The objective of this study is to highlight potential genetic variability at the
microsatellite level, using PCR amplification combined with polyacrylamide gel
electrophoresis, as well as biometric analysis performed on 20 accessions of the species M.
ciliaris, collected from various ecogeographic sites covering a wide range of bioclimatic zones

in northern Algeria.

Microsatellite diversity was studied using a band presence/absence matrix. Band frequencies
were calculated for all accessions using two SSR primers. Genetic distances were estimated
using the Jaccard index, and dendrograms were constructed using the UPGMA hierarchical
clustering method. In addition, genetic distance matrices were established between the 16

accessions. For morphological analysis, a principal component analysis (PCA) was performed.

A total of 17 bands were generated by the two SSR primers, including 8 bands for the AFct32
primer and 9 for the AFcttl primer. The number and frequency of the bands varied from one
accession to another. Some bands were shared by two or three accessions, while others were
specific to a given accession. The observed polymorphism was confirmed by hierarchical
classification of the accessions. In addition, the PCA results revealed a high genetic diversity
between the accessions studied, highlighting a certain correlation with their ecogeographic

origins.

Keywords: Microsatellites, Polymorphism, Algeria, M. ciliaris, morphology, PCR,
AFct32, AFcttl, DNA
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Résumé

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation et de la valorisation des ressources phylogénétiques
présentant un intérét agronomique en Algérie. L’objectif de cette étude est de mettre en évidence une éventuelle
variabilité genétique au niveau des microsatellites, a travers 1’utilisation de la technique d’amplification PCR,
combinée a une électrophorése sur gel de polyacrylamide, ainsi qu'une analyse biométrique réalisée sur 20 accessions
de l’espece M.ciliaris, collectées dans divers sites écogéographiques couvrant un large éventail des étages

bioclimatiques du nord de 1’ Algérie.

La diversité des microsatellites a été étudiée a partir d’une matrice de présence/absence des bandes. La fréquence de
ces bandes a été calculée pour ’ensemble des accessions a partir de deux amorces SSR. Les distances génétiques ont
été estimées selon I’indice de Jaccard, et des dendrogrammes ont été construits en utilisant la méthode de groupement
hiérarchiqgue UPGMA. Par ailleurs, des matrices de distances genétiques entre les 16 accessions ont été établies. En

ce qui concerne 1’analyse morphologique, une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée.

Au total, 17 bandes ont été générées par les deux amorces SSR, dont 8 bandes pour ’amorce AFct32 et 9 pour
I’amorce AFcttl. Le nombre et la fréquence des bandes varients d’une accession a 1’autre. Certaines bandes sont
partagées par deux ou trois accessions, tandis que dautres sont spécifiques a une accession donnée. Le
polymorphisme observé a été confirme par la classification hiérarchique des accessions. En complément, les résultats
de I’ACP révelent une grande diversité génétique entre les accessions étudiées, en soulignant une certaine corrélation

avec leur origine écogéographiques.

Les résultats montrent qu’il existe une diversité génétique entre les populations de M. ciliaris en Algérie. La

détermination de cette différence est attribuée aux marqueurs utilisés

Mots-clefs : Microsatellites, Polymorphisme, Algérie, M. ciliaris, morphologie, PCR,
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