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Caractérisation morphologique
et moléculaire des espéces ligneuses
du genre Medicago

H. Chebbi!, M.]. Pascual-Villalobos2, J.L. Cenis?, E. Correal2

P our la taxinomie et la distinction entre taxons, certaines différences morpholo-
giques peuvent parfois suffire. Quelquefois, un seul caractére observable per-
met de différencier une espéce ou un groupe d’especes (couleur de la corolle, type de
gousse, etc.). Mais le cas le plus commun est le chevauchement des taxons ; dans ce
cas, un ensemble de caracteres doit étre considéré pour caractériser les espéces
(Lesins et Lesins, 1979).

Les principaux travaux de classification des espéces du genre Medicago reposent
sur des composants morphologiques tels que la feuille et ses caractéristiques, le fruit
et la semence, les cotylédons, la fleur, les grains de pollen, les nodules, et d’autres
crittres comme le nombre chromosomique, les défenses chimiques, etc. (PoLuiL et

al., 1981).
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Le genre Medicago, contient approximativement 55 especes dont certaines
jouent un réle majeur en production fourragere (Lesins et Lesins, 1979). Les auteurs
recensent seulement une espéce arbustive (M. arborea L.) ; trois espéces pérennes
ligneuses ont été récemment décrites : M. arborea, M. strasseri Greuter et M. citrina
(Font-Quer) Greuter (= M.arborea var. citrina Font-Quer ; Ropiepo et al., 1993 ;
Greuter et al., 1982 ; Greuter, 1986). Ces especes ont des niveaux de ploidie diffé-
rents, et seule M. arborea est connue en tant qu'espece 4 allogamie prédominante
(Avar et Mansat, 1987).

Lévaluation de ces especes et la mise en évidence de leur base génétique pour-
raient bénéficier de la technique de marquage moléculaire car la variation au niveau
de 'ADN offre de nombreux avantages par rapport aux données morphologiques
pour examiner les relations entre especes : la variation détectée par 'analyse molécu-
laire de TADN peut étre quantifiée et n'est pas sujette aux effets environnementaux

(Kazan et al., 1993).

Il existe plusieurs systémes de marquage génétique basés sur 'analyse de
ADN, utilisés dans quelques cas en amélioration des plantes. La plupart des tech-
niques de marquage moléculaire ont commencé par 'utilisation des RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) et certaines cartes génétiques ont été
développées pour plusieurs especes d’intérét agronomique. De plus, les RFLP ont
été utilisés pour obtenir des marqueurs liés A des caracteres agronomiques et pour
étudier I'évolution et les relations phylogénétiques des plantes (Parerson et al.,

1991).

Plus récemment, une nouvelle technique plus rapide, basée sur le processus de
PCR (Polymerase Chain Reaction), nommée RAPD, a été introduite (WirLiams et
al., 1990 ; WeisH et al., 1991). Elle est basée sur 'amplification enzymatique des
fragments courts de TADN, distribués au hasard dans le génome. Cette procédure a
'avantage d’étre techniquement simple, nécessite de petites quantités ’ADN et
exclut 'usage de la radioactivité. Les RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) conviennent aussi pour manipuler les larges échantillons nécessaires en amé-
lioration des plantes, génétique des populations, et étude de la biodiversité (WaucH
et PoweLt, 1993). Linconvénient majeur des RAPD est la relativement faible repro-
ductibilité de quelques produits d’amplification (Raraskt et Tincey, 1993 ; WaucH
et PoweLt, 1993).

Dans la présente étude, la mise en évidence des similarités et des différences
entre individus d’'une méme espéce ou d’espéces différentes a été basée sur la
caractérisation générale des plantes, la caractérisation de la feuille (et de ses appen-
dices) et celle de la fleur. La technique RAPD a été utilisée d’une part pour analy-
ser les relations entre quatre populations (trois especes ligneuses du genre
Medicago) et d’autre part pour étudier la variabilité génétique entre plantes de la
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méme espece (variation intraspécifique). Le deuxitme objectif de cette étude est de
comparer les résultats de I'évaluation morphologique et ceux de la caractérisation
moléculaire, et d’analyser le degré de concordance entre les deux méthodes.

Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

Laire principale de M. arborea (2n=4x=32) est la zone continentale de la
Gréce et les iles de la mer Egée, mais elle est présente aussi en Créte, Albanie,
Turquie et Italie. On la trouve principalement en Sicile, France, Espagne, Portugal,
Algérie et Tunisie (Coste, 1906 ; ViLiax, 1963 ; Pienart, 1982 ; Bovos et Vico, 1984 ;
Greuter et al,, 1989). Deux provenances de semences de I'espece ont été évaluées :

une d’Athenes (Greéce) et autre de Tunisie, obtenue a travers une coopération de la
FAO.

M. citrina (20=6x=48) est endémique des fles Columbretes et d’autres petites
iles proches d’Ibiza et Cabrera (iles Baléares), localisées sur la céote est de IEspagne.
Elle a été décrite, au début, comme une variété de M. arborea (Font-Quir, 1924);
plus tard comme sous-espéce (Boros et Vico, 1974), et finalement comme une nou-
velle espéce (Greuter, 1986). Notre lot de semences d’origine a été envoyé par
Muncharaz (Département d’Agriculture de Valence, Espagne) dont la collection
provient du parc naturel des iles Columbretes.

M. strasseri (2n=?), endémique de la Crete (Gréce), a été décrite récemment
par Greuter et al. (1982). Le lot de semences est obtenu de Ceresuela (E. T.S.I.A.
Madrid, Espagne) aprés multiplication d’'un échantillon provenant du jardin bota-
nique de Berlin.

2. Etude moléculaire

Dans une premitre étape, on a procédé par échantillonnage au hasard de
4-5 feuilles d’4ge similaire par plante ; dans 'ensemble on obtient dix échantillons
par espece. Lextraction de TADN a été faite selon une minipréparation décrite par
Cenis (1992) pour Pextraction de TADN des champignons. Le protocole d’amplifi-
cation d’ADN suivi est celui décrit par WiLtiams et al. (1990). Les réactions RAPD
ont été menées dans un thermocycleur Perkin Elmer 9600. Les amorces utilisées
sont OPA, OPB et OPC, et chaque réaction a été répétée deux fois.

Seules les bandes continuellement reproduites ont été retenues dans I’analyse
des données ; toute bande ambigué est déclassée et n’est plus introduite dans le cal-
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cul. La fraction de bandes en commun (F ou similarité génotypique) entre deux
génotypes a été estimée en utilisant la formule de Ner et Li (1979) comme suit :

F = 2ny/ (NX+N}’)’

olt Ny est le nombre de bandes présentes 2 la fois chez les deux génotypes, et
N, et N, sont les nombres de bandes dans chacun des génotypes x et y. La méthode
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) du programme
NTSYS Ver.1.4 (Routr, 1988) a été utilisée pour I'analyse des similarités et la procé-
dure d’arbre a été appliquée pour produire un phénogramme.

3. Evaluation morphologique

En premier lieu, on effectue des mesures sur le port et la structure générale
d’une plante : détermination du diamétre des plantes dans le sens de la ligne (D1)
et le sens transversal (D2), du nombre de tiges principales, de la hauteur du feuillage
(le point de densité foliaire maximale) et de la hauteur maximale (le point le plus

haut de la plante).

Pour chaque espece, dix feuilles ont été échantillonnées au hasard pour chacu-
ne des dix plantes (on obtient dix échantillons correspondant aux individus de I'es-
pece). A l'aide d’une regle de précision on détermine la longueur des organes sui-
vants : pétiole, stipules, foliole centrale et feuille totale, et la largeur de la feuille et
de la foliole centrale.

Pour déterminer le nombre de poils par unité de surface foliaire, un outil spé-
cial (cylindre de fer de 2,7 mm de diametre) est utilisé pour couper des disques
foliaires 2 dimension uniforme A partir de la foliole centrale (éviter la zone de la ner-
vure principale). A I'aide d’'un appareil binoculaire, on note tout d’abord la présence
et la densité de la couche cireuse sur la face supérieure, puis on compte le nombre
de poils présents sur la face inférieure (généralement la face supérieure ne comporte

pas de poils).

On proceéde de la méme manitre pour I'étude de la fleur ; les principales
mesures réalisées sont la longueur de la fleur, la hauteur de I'étendard ouvert, le
nombre de fleurs par pédoncule, la longueur du pédoncule floral et la longueur du

pédicelle.

Pour I'étude morphométrique de la feuille et de la fleur, le dispositif hiérar-
chique suivant a été appliqué :

— espece avec trois niveaux, M. arborea-FAO, M. citrina et M. strasseri,
— plante avec dix plantes dans chaque espece,

— répétition, en échantillonnant dix feuilles ou dix fleurs par plante.
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Un total de cent mesures a été fait pour chaque espéce et pour chacun des
caracteres étudiés. Anova a été utilisée pour ce dispositif afin d’étudier les variations
intra et interspécifiques.

Dans cette étude ol dix-sept caractéres sont examinés (tableau 2), treize
d’entre eux (tableau 4) ont été choisis pour continuer I'analyse multivariable (analy-
se des groupes et analyse des principaux composants utilisant le modtle statistique
Genstat.S). La similarité entre deux génotypes i et j est estimée par la formule
(ry étant le rang d’un caractere) :

Sijk = 1 - [Kik - Xijp) / )2
Le calcul de S;; a permis d’élaborer une matrice de similarité et la procédure de
Parbre a été appliquée pour produire un dendrogramme. Enfin, I'analyse des princi-

paux composants de variation a été réalisée pour détecter la source de variation et le
degré de participation de chaque caractére A cette variation.
4

Résultats

1. Caractérisation moléculaire

@ Variations entre espeéces

Pour chacune des amorces utilisées, un profil multi-bandes a été obtenu conte-
nant de 3 2 6 bandes majeures et un nombre variable de bandes mineures. La com-
plexité des profils confirme des observations antérieures : le nombre de bandes
RAPD est indépendant de la complexité du génome. Un exemple typique est illus-
tré par la figure 1a qui révele une différence significative entre les trois especes. Avec
P'amorce OPC-9, trois fragments amplifiés sont présents chez toutes les accessions 2
Pexception de M. citrina qui partage une seule bande avec le reste. Lamorce
OPB-16 a permis de distinguer les deux provenances de M. arborea par la présence
d’une bande en plus chez M. arborea-Gréce. D’autre part, 'amorce OPB-5 amplifie
les mémes produits pour M. strasseri et M. arborea-Gréce. Le coefficient de similarité
(F) varie de 84,7% pour les génotypes intimement proches 2 59,3% pour les plus
distants (tableau 1).

@ Variation intraspécifique

Parmi huit amorces testées (OPB-7, -13, -14, -19 et -20 et OPC-3, -5 et -9),
'amorce OPB-7 a permis une meilleure amplification de PADN des dix plantes de
M. arborea-FAO (figure 1b). Pratiquement, cest I'espece qui montre la plus grande
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a b

orP8=-5 OPB=6 OPB-16 OPC9

1 7889 1
12341234 92341234 234586 °

1. M.arborea-FAO
2. M arborea-Gréce
3. M. citrina

4. M strasseri

Ficure 1 : Produits d’amplification obtenus avec des réactions RAPD : a) réaction avec les
amorces OPB-5, OPB-6, OPB-16 et OPC-9 de diverses espéces de Medicago, b) réaction d’amor-
ce OPB-7 avec 10 plantes de M. arborea-FAO.

Ficure 1 : Amplification products obtained after RAPD reactions : a) reaction with the primers
OPB-5, OPB-6, OPB-16 and OPC-9 of several Medicago species, b) reaction of OPB-7 with
10 plants of M. arborea-FAO.

variabilité intraspécifique, ayant une fréquence moyenne de polymorphisme égale 2
21,7%. La similarité entre génotypes, estimée par le calcul de F, varie de 46,2% (cal-
culée pour le couple 5 et 7) 2 95,7% (calculée pour les couples 2 et 4, et 4 et 8), en
ayant une moyenne de 78,2%.

La plante n°5, voire aussi la plante n°l, est clairement la plus divergente des
autres comme indiqué sur le phénogramme (figure 2). La variabilité dans M.
arborea-FAQ est relativement importante et chaque plante semble étre un génotype
différent surtout 2 niveau de similarité supérieur 3 90%.

Parmi les amorces testées, seuls deux oligonucléotides ont été choisis pour
dégager les similarités et les différences entre les dix génotypes de M. citrina. Une
légere variation dans le nombre de produits d’amplification a été constatée : la majo-
rité des individus possede au total huit bandes. La fréquence moyenne de polymor-
phisme n’a pas dépassé 9,4%. Dans cette espece, seul le génotype 2 diverge des
autres (figure 2) ; les autres génotypes sont classés dans deux sous-groupes a coeffi-

M. arborea M. arborea M. citrina Tasieau 1 : Représentation du coeffi-

FAO Grace cient de similarité déterminé a partir
de I’analyse utilisant 10 amorces dif-

M. arborea-Gréce 0,746 férentes.
M. citrina 0,593 0,764 Tase 1 : Coefficients of similarity
M. strasseri 0.759 0,847 0,667 Jrom the analysis of ten different pri-

mers.
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Ficure 2 : Phenogramme based on the RAPD similarity of 10 plants of Medicago citrina,
M. strasseri and M. arborea-FAO.

cient de similarité égal 2 100% qui sont eux-mémes réunis au point de similarité

proche de 95%.

Pour tester la variabilité intraspécifique dans M. strassers, deux oligonucléotides
(OPB-19 et OPB-20) ont suffi pour obtenir de nombreux produits d’amplification
polymorphique. La fréquence moyenne de polymorphisme est de 27,9%. Sa valeur
la plus faible de (1 — F), zéro, est observée entre les génotypes 5 et 7 et les génotypes
3 et 8, alors que sa valeur la plus élevée, 50%, est observée entre le génotype 2 et le
génotype 9. D’autre part, les plantes 2 et 10 sont génétiquement les plus différentes
des autres (figure 2).

2. Caractérisation morphologique

o Caractérisation générale des plantes

On constate qu'avec tous les paramétres analysés en relation avec le port et la
taille, aucune différence significative n’est observée entre les trois espéces
(p>0,05), a Pexception du nombre de tiges principales qui est différent d’une espe-
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ce 4 lautre (0,001<p<0,01). M. arbore#FAO a généralement six tiges par plante,
alors que les deux autres especes en ont seulement 4 ou 5 (t = 1,60, NS ; tableau 2).
Mais certains détails séparent M. citrina des autres; la ramification est plus intense
chez cette espece et les tiges sont de type court et rangées en forme de plume. M.
citrina développe ses tiges latéralement ; elles peuvent méme acquérir une position
horizontale, ce qui explique dailleurs le diametre moyen élevé de ses plantes, alors
que les deux autres especes développent leurs tiges en position verticale pour avoir
un port érigé.

@ Caractérisation de la feuille et de ses appendices

En général, il apparait des effets hautement significatifs (p<0,001) entre
especes et entre plantes A Pintérieur de Pespéce pour la plupart des caracteres étu-
diés (tableaux 2 et 3). Les trois taxons présentent des feuilles trifoliées, i 'exception
de M. citrina qui peut avoir des feuilles tétra- ou pentafoliées. M. citrina a par
ailleurs des feuilles plus larges qui lui conferent une meilleure interception de la
lumigre, améliorant ainsi le rendement photosynthétique. La relation longueur/lar-
geur de la foliole centrale est de 1,48 pour M. arborea-FAO et M. citrina. M. arbo-
rea-FAO et M. strasseri different peu du point de vue largeur de la foliole centrale et
de la feuille, alors que M. strasseri differe significativement (p<0,001) pour la lon-

Caractéres M. arborea-FAO M. citrina M. strasseri
Diamétre D1 (cm) 122,1 + 20,90 130,8 + 19,48 1273 + 17,68
Diamétre D2 (cm) 127,3 + 20,19 132,7 + 18,59 128,4 + 17,02
Nombre de tiges principales 5,8 +0,92 4,2 + 0,92 4,9+0,99
Hauteur du feuillage (cm) 67,5+ 11,40 64,3 £10,33 62,1 +6,14
Hauteur maximale (cm) 89,9 + 14,40 88,5 £12,42 82,0 + 9,66
Longueur du pétiole (mm) 14,6 + 1,80 17,7 1,77 16,4 + 1,84
Longueur du stipule (mm) 4,9 + 0,61 54 +0,64 4,3 10,54
Nombre de poils/mm< foliaire 28,3 +2,71 356 £2,72 26,0 + 3,56
Longueur de la foliole centrale (mm) 13,0+ 1,27 17,2+ 2,16 154 £ 2,28
Largeur de la foliole centrale (mm) 8,8+ 0,94 11,6 £1,00 83+1,25
Longueur de la feuille (mm) 28,3+2,88 354 £3,72 32,1+£3,53
Largeur de la feuille (mm) 18,1 £ 2,36 23,8+3,18 18,1 + 0,24
Longueur de la fleur (cm) 1,0 £ 0,08 1,0 £ 0,08 1,18 £ 0,07
Hauteur de I'étendard ouvert (cm) 0,4 +0,08 0,6 + 0,06 0,4 £ 0,03
Nombre de fleurs par pédoncule 9.4 + 1,69 75+186 10,4 + 3,64
Longueur du pédoncule (cm) 1,3+ 0,31 0,6 +0,13 1,7+ 0,41
Longueur du pédicelle (cm) 0,2 £ 0,04 0,3 +£0,11 030,11

TasLeau 2 : Moyennes des principaux caractéres morphologiques pour les especes évaluées
(n = 10 plantes par espece).

Tusie 2 : Mean values of morphological characters of the three Medicago species (n = 10 plants
per species).
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S.V. dai(1) F@ S.V. ddi(t) F(2)
Longueur du pétiole (cm) Longueur de la follole centrale (cm)
- Espéce 2 7,39* - Espéce 2 11,74
- Plante / espace 27 3,78 - Plante / espéce 27 581"
- Répétition 270 Hauteur de I'étendard ouvest (cm)
- Total 299 - Espéce 2 25,65 **
Formation de poils (poils/mm?2 follaire) - Plante / espéce 25 3,82
- Espéce 2 26,92** Nombre de fleurs par pédoncule
- Plante / espéce 27 2,49** - Espéce 2 3,383

- Plante / espéce 25 13,551 ***

(1) : Le nombre de degrés de liberté (ddl) ost de 2 pour I'espdce, 27 pour la plante 270 pour les répétitions, soit au total
299. Dans 2 cas, en raison de valeurs manquantes, il est de 25 pour la plante, 252 pour les répétitions et donc 279 au

total.
(2) : *** : significalif & p<0,001 ; ** : significatif 4 0,001<p<0,01 ; * : significatif & 0,01<p<0,05.
F%péwﬁMewéchMphnte(espéoe) dont ddi1=2 et ddip=27.

Fplante=CMplante(espaceyCMrépétition(plante/espéce) dont ddi1=27 et ddiz=270.

TasLeau 3 : Analyse de variance d’un dispositif hiérarchique pour certains caractéres de la
feuille et de la fleur.

TasLe 3 : Hierarchical analysis of variance for certain leaf and flower characters.

gueur de la foliole centrale, dont le rapport longueur/largeur est de 1,85. RosLepo et
al. (1993) lors d’une étude antérieure ont enregistré un rapport de 2. En plus des
dimensions, M. strasseri se distingue bien par 'aspect denté de ses folioles. En géné-
ral, pour les dimensions de la feuille et ses appendices, M. citrina a les valeurs les
plus fortes.

La longueur du pétiole augmente significativement (0,001<p<0,01) de M.
arborea, M. strasseri 3 M. citrina (tableau 2). En fait, la variation due 2 la plante
(p<0,001) est plus importante que celle due a 'espéce (0,001<p<0,01). Une grande
variation est constatée 4 I'intérieur de M. citrina. En effet, le pétiole de cette espéce
se distingue non seulement par la longueur mais aussi par la robustesse (diametre
important) et la rigidité (non pliable).

Pour I'ensemble des especes, les stipules sont adhérentes au pétiole, chacune
d’elle ayant la forme d’une moitié¢ de fleche. La longueur de la stipule est aussi
connue comme un parametre distinctif entre les trois espéces. M. citrina posséde des
stipules significativement plus longues que celles de M. arborea-FAO et M. strasseri
(0,001<p<0,01). Une variation intraspécifique élevée significative (p<0,001) existe
également entre les plantes de la méme espece.

Lanalyse de la variance (tableau 3) révele des différences significatives
(p<0,001) dans le nombre de poils (face inférieure de la feuille) aussi bien entre
especes qu'a l'intérieur de chaque espece. En effet, les feuilles de M. citrina sont plus
poilues (35,55 poils/mm?2) que celles de M. arborea (28,34 poils/mm?) et de M.
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strasseri (26,04 poils/mm?2). La formation de poils est connue comme critére de clas-
sification et varie non seulement d’une espéce 4 autre mais aussi A 'intérieur de
Pespéce d’une plante a lautre (et diminue avec 'dge de la plante). Selon Lesins et
Lesins (1979), la présence de poils est un caractére spécifique 3 M. arborea.

Lespece M. citrina, en plus de la supériorité en nombre, développe de longs
poils couchés qui couvrent une grande partie de la surface foliaire. Des observations
au binoculaire déctlent la coexistence de deux types : poils simples et poils ramifiés
(deux poils ayant la méme base).

La couche cireuse qui couvre la face supérieure des feuilles caractérise les deux
especes, M. arborea et M. citrina ; chez cette dernitre, la densité de la couche cireuse
est plus forte. Les feuilles de M. strasseri ’ont pas de couche cireuse, ou tout au plus
sous forme de traces. Ce caractére est assez variable d’une plante 4 l'autre, et varie &
I'intérieur d’'une méme plante en fonction de I'dge et de la position de la feuille.

@ Caractérisation morphologique de la fleur

Linflorescence de ces especes est pédonculée, le nombre de fleurs par pédon-
cule est caractéristique de P'espéce (0,01<p<0,05) et varie aussi d’une plante a
l'autre dans la méme espece (p<0,001, tableau 3). En effet, M. strasseri a plus de
fleurs par pédoncule (10,44) que M. arborea (9,44) et que M. citrina (7,44). Les
plantes d’une méme espéce different significativement (p<0,001) pour ce caractére :
le nombre moyen de fleurs par pédoncule varie de 5,7 4 11,1 pour M. arborea-FAO,
de 5,0 2 9,9 pour M. citrina et de 5,3 4 16,6 pour M. strasseri (tableau 2). Le
nombre de fleurs pourrait étre influencé par les conditions de sécheresse. Pour la
production fourraggre, les gousses peuvent jouer aussi un rdle complémentaire dans
la nutrition animale.

La longueur moyenne du pédoncule chez ces espéces est de 1,24 cm mais
varie significativement (p<0,001) aussi bien entre espéce qu’a 'intérieur de la méme
espece. Le pédicelle est généralement plus long que le tube du calice : sa longueur
moyenne est de Pordre de 0,28 cm mais la variation intraspécifique est plus impor-
tante (p<0,001) qu'entre especes (0,01<p<0,05).

La longueur moyenne de la fleur de ces especes est de 1,04 cm et il n’y a aucu-
ne différence significative entre les trois espéces (p>0,05), au contraire de ce qui
passe A l'intérieur de la méme espece (p<0,001). La hauteur de I'étendard (partie de
I'étendard située au-dessus de I'axe de la fleur) est significativement plus importante
(p<0,001) chez M. citrina (0,60 cm) que chez M. arborea-FAO et M. strasseri (0,42
et 0,44 cm respectivement). De méme, les plantes de la méme espéce different signi-
ficativement I'une de l'autre pour ce caractere (p<0,001). La différence la plus évi-
dente se situe au niveau des fleurs de M. citrina qui posséde un étendard quasiment
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de la méme longueur que le reste des pétales, alors que celles de M. arborea et M.
strasseri ont généralement un étendard plus court que la carene. Cette structure
pourrait influencer le pourcentage d’allofécondation par le biais de Iactivité des
insectes pollinisateurs, les fleurs de M. arborea et M. strasseri étant plus accessibles
aux insectes.

® Analyse des groupes

Le calcul de S;; est effectué en considérant 'ensemble des 13 caractéres intro-
duits dans la caractérisation morphologique. Sur cette base, les valeurs de similarité
moyenne intraspécifique ne sont pas largement différentes. En effet, leurs valeurs
sont estimées A 93,10% pour M. arborea-FAQO, 92,29% pour M. citrina et 91,02%
pour M. strassers, alors que les valeurs entre espéces sont respectivement de 85,40%,
89,64% et 83,97% pour les couples M. arborea - M. citrina, M. arborea-FAO - M.
strasseri et M. citrina - M. strasseri.

M. strasseri est caractérisée par une variation morphologique relativement plus
importante (% variation = (1 - similarité) x 100). La valeur la plus élevée de similarité
morphologique interspécifique est observée entre M. arborea-FAO et M. strasser.

Le regroupement des 30 plantes selon leur similarité est effectué par ordre
décroissant en commengant par relier les individus présentant le pourcentage le plus
élevé de similarité (méthode de “linkage” moyen) ; au fur et 4 mesure que le pour-
centage diminue, le nombre de groupes décroit et

davantage d’individus sont réunis. Au niveau 100% de 100 9o 80
similarité, toutes les plantes sont différentes. Le point le a —
plus critique du dendrogramme (figure 3) est le niveau st
85% de similarité : toutes les plantes sont groupées av
dans un sous-groupe ou dans un autre (aucune plante &
non groupée) et on distingue trois principaux sous- 53
groupes, un premier formé par les 10 plantes de M. as
citrina, un autre est constitué en majorité par les s_f
plantes de M. arboreaFAO et seulement deux plantes P
de M. strasseri (s10 et s3), enfin un troisitme presque S
entiérement constitué des plantes de M. strasseri (a I'ex- Se é_
S 1
ci
Ficure 3 : Dendrogramme des 30 plantes de Medicago citrina S
(c), M. strasseri (s), et M. arborea-FAO (a) basé sur les don- c2
nées morphologiques. gg
Ficure 3 : Dendrogramme of 30 plants of Medicago citrina (c), o
M. strasseri (s), et M. arborea-FAO (a), based on the morpho- cs 1|
logical data. ca
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ception de trois plantes de M. arborea-FAO : a4, a8 et 29). Dans le groupe suivant
(80% de similarité), les plantes de M. arborea-FAQ et celles de M. strasseri sont ras-
semblées dans le méme groupe ; pour un taux de similarité morphologique de 75%,
toutes les plantes entrent dans un groupe unique.

Pour conclure, une certaine variabilité (1-S;;) morphologique interspécifique,
malgré tout relativement faible, existe pour les caracteres étudiés ; elle est de
ordre de 15% entre les trois especes et de 20% entre le premier groupe formé par
M. arboreaFAO et M. strasseri et Pautre formé par M. citrina. Par rapport aux résul-
tats du RAPD, on constate que la plante n°1 de M. arborea-FAQ est toujours diffé-
rente des autres. En revanche, les plantes n°2 et 10 de M. strasseri appartiennent 4
différents groupes selon RAPD, alors qu'elles sont réunies avec celles de M. arborea-
FAO au vu du test de similarité.

® Analyse des principaux composants de la variation morphologique

‘étude de ces caracteres et leur expression nous ont conduits 4 proposer
quatre principaux groupes qui couvrent presque la totalité de la variation morpho-
logique (99,78%) ; cette variation est distribuée par ordre décroissant du ler au 4e
composant principal (tableau 4) et varie respectivement de 74,6%, 19,0%, 5,0% 3

Composants principaux

Caractares 1 2 3 4
Diamétre trans-ligne (D2) -0,90910 -0,41425 -0,02695 0,03374
Nombre de tiges principales -0,01258 0,01824 0,09984 0,03550
Hauteur maximale -0,41422 0,89919 0,13569 -0,01332
Longueur du pétiole -0,00221 -0,00422 -0,01394 -0,01072
Longueur de stipules -0,00155 0,00075 -0,00505 -0,00320
Nombre de poils -0,03851 0,12602 -0,95117 -0,24435
Longueur de la foliole centrale -0,00411 -0,00334 -0,01775 -0,00407
Largeur de la follole centrale -0,00206 -0,00012 -0,02157 0,00106
Longueur de la fleur 0,00063 -0,00207 0,00100 -0,00700
Hauteur de I'étendard ouvert -0,00040 -0,00035 -0,01432 0,00644
Nombre de fleurs par pédoncule -0,01660 -0,05836 0,24367 -0,96769
Longueur du pédoncule 0,00296 -0,01374 0,07480 0,03256
Longueur du péd]ce"e -0,00113 -0,00336 0,00056 -0,00028
Variation exprimée (%) 74,61 19,03 5,01 1,13

TasLeau 4 : Coefficients des caractéres morphologiques correspondant & chaque principal
composant de variation.

Tusie 4 : Coefficients of morphological characters corresponding to each main component of the
variability.
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1,1%. Dans le premier composant, les coefficients les plus élevés (en valeur absolue)
correspondent aux caracteres “diametre des plants D2” et “hauteur maximale” : ces
caracteres constituent donc la source de variation la plus forte. Concernant les
quatre premiers composants principaux (1, 2, 3 et 4), les coefficients sont aussi éle-
vés pour le “nombre de poils” que pour le “nombre de fleurs par pédoncule”.

Discussion

Bien que notre étude porte sur des espéces ayant une large distinction taxono-
mique, un niveau relativement faible de polymorphisme génétique a été détecté
comparé A celui observé chez d’autres espeéces telles que le mais (Tao et al., 1993).

La comparaison du nombre total de bandes au nombre de bandes poly-
morphes obtenues avec des oligonucléotides spécifiques démontre que les amorces
different par leur capacité i détecter le polymorphisme de 'ADN. Ceci suppose
qu’il est possible d’identifier un ensemble d’amorces qui amplifient les régions les
plus variables du génome (Tao et al., 1993). En pratique, la séparation de deux éco-
types régionaux est possible par une simple amorce (exemple OPB-16).

Avec les RAPD il est possible de mettre en évidence les similarités au sein
d’une gamme de génotypes présentant une base de bandes partagées. Lanalyse
quantitative des RAPD a produit des matrices de similarité génétique qui sont en
concordance avec les classifications basées sur des caractéres morphologiques et
agronomiques. Tao et al. (1993) rapportent que le phénogramme produit a I'aide
des RAPD pour des génotypes de sorgho montrait une certaine analogie avec des
déterminations morphologiques antérieures.

Dans notre étude, P'évaluation des especes pour certains caractéres comme la
morphologie de la feuille ou de la fleur constitue un bon outil pour la distinction
des taxons. En fait, pour la plupart des caracteres évalués, M. strasseri et M.
arborea-Gréce ont montré de grandes similarités et toutes deux s’écartent suffi-
samment de M. arborea-FAO, alors que M. citrina constitue un groupe parfaite-
ment distinct. Lorigine géographique pourrait avoir un effet important sur la simi-
larité génétique sans considérer les similarités morphologiques apparentes (Tao et
al.,, 1993). En d'autres termes, M. strasseri et M. arborea-Gréce sont deux espéces
originaires de la zone méditerranéenne orientale (Gréce), condition suffisante pour
que les deux espéces acquitrent des caractéristiques communes, et qui laisse penser 2
une parenté possible bien que I'une soit tétraploide et 'autre probablement diploi-
de. Lesins et Lesins (1979), en étudiant les mécanismes d’isolement dans le genre
Medicago, confirment I'existence de cas oti les similarités morphologiques entre
taxons sont tellement évidentes qu'on n’a aucun doute sur leur proximité génétique
(Cest le cas de M. murex 2n=16 et 2n=14).
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La variation intraspécifique détectée dans ce travail par RAPD pourrait étre
due en partie A l'allogamie prédominante chez ces espéces (Lesins et Lesins, 1979 ;
Avar et Mansat, 1987) et A leur multiplication par semences résultant de féconda-
tion croisée. Ce résultat est en accord avec ceux de Kazan et al. (1993) sur le
Stylosanthes guianensis (légumineuse) et aussi avec d’autres études qui relient 'aug-
mentation de la diversité génétique avec le taux d’allogamie (MiLiEr et TanksLEY,

1990).

Rosiepo et al. (1993), lors des déterminations préliminaires de la variabilité
morphologique, ont suggéré une variation intraspécifique plus prononcée chez M.
arborea-FAO qu’a l'intérieur des deux autres espéces. Une constatation qui est
confirmée partiellement par nos résultats. D’autre part, M. arborea est P'unique
espece ligneuse cultivée depuis longtemps et a subi différentes adaptations aux
milieux o1 elle a été introduite : elle aurait développé des génotypes 4 bases géné-
tiques différentes. Le fait que M. citrina croisse dans des.iles, espace relativement
limité et isolé, est probablement le principal facteur responsable d’une variation
intraspécifique réduite.

Les résultats confirment lutilité de la technique RAPD pour mettre en évi-
dence le polymorphisme de TADN de certaines especes ou accessions ligneuses du
genre Medicago. Son usage pour 'amélioration de ce groupe d’especes dépendra de
sa capacité A accélérer les procédures de sélection. Il est important d’approfondir les
travaux basés sur la technique RAPD pour détecter avec certitude le polymorphisme
existant entre et 4 l'intérieur des populations et essayer d’analyser la concordance
avec les différences agronomiques observées entre populations ou plantes de la
méme espece.

La technique RAPD a permis de détecter davantage de variabilité génétique
dans M. arborea-FAO que dans M. strasseri et une trés faible variation génétique
dans M. citrina. De plus, M. arborea-FAO et M. strasseri sont génétiquement plus
proches, chose que confirment les déterminations morphologiques. Pour un certain
niveau de similarité génétique, M. strasseri est celle qui se rapproche le plus de M.
citrina (si on exclut M. arborea-Grece).

Globalement, les pourcentages de similarité morphologique intra et interspé-
cifique sont plus élevés que ceux de la similarité génétique (2 I'exception de M.
citrina ol ces pourcentages sont proches). Cette remarque pose la question de l'inté-
rét d’appliquer I'une et/ou l'autre méthode pour I'évaluation intra et interpopula-
tion, tout en prenant en compte le temps et le colit nécessaires A leur mise en
oeuvre.

Accepté pour publication, le 2 avril 1995.
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RESUME

Au cours des derni¢res années, I’existence de trois especes pérennes ligneuses du genre
Medicago a ét€ reconnue : M. arborea, M. citrina et M. strasseri. La caractérisation morpholo-
gique et I’étude moléculaire (marqueurs moléculaires) qui constituent I’objectif de cette étude ont
permis de distinguer les taxons et de détecter la variabilité intraspécifique. M. arborea et M. stras-
seri sont génétiquement proches alors que M. citrina est une espeéce parfaitement distincte. La
comparaison des résultats obtenus par I’'un et I’autre systeme d’évaluation confirme 1’intérét res-
pectif des deux méthodes pour détecter la variabilité inter et intraspécifique.

SUMMARY

Morphological and molecular characters for the differentiation of woody species within
the genus Medicago

Beside tree medick (Medicago arborea), two other legumes have been recognized as woody
species (shrubs) : Medicago strasseri and M. citrina. A molecular study (RAPD), with the help of
morphological characters (leaves, flowers, stems...) has shown that it exists large differences bet-
ween the three taxa, but also intra-specific variability. Generally, M. arborea and M. strasseri
seem to be more closely related to each other than to M. citrina, which appears to be very diffe-
rent. The comparison of the results of the morphological and of the molecular methods shows that
both are of interest for the detection of inter- and intra-specific variability, and that they are com-
plementary for the differentiation of the three taxa.
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