MOTS CLES

Fourrages (2003) 176, 493-504

Diversité genétique révelée
par des marqueurs AFLP
entre populations
d’Hedysarum coronarium L.

S. Marghali, S. Ghariani,
M. Marrakchi, N. Trifi-Farah

Parmi les légumineuses, les especes du genre Hedysarum consti-

tuent un patrimoine phytogénétique performant pour la production

de fourrage et la valorisation des parcours dégradés, notamment
dans les régions semi-arides et arides. La conservation de ces res-
sources nécessite une évaluation préalable de leur diversité géné-
tique.

RESUME

L'analyse moléculaire par AFLP de 10 populations spontanées et 2 cultivées
de I'espece H. coronarium L., a permis de recenser un total de 207 bandes
dont 178 se sont révélées polymorphes, qui constituent des marqueurs puis-
sants pour décrire la variabilité chez H. coronarium. La variabilité génétique
est importante (taux de bandes polymorphes de 86% pour I'ensemble des
populations analysées). La diversité génétique intrapopulation représente la
majeure partie de la diversité génétique totale. Les distances génétiques
établies a partir des données AFLP montrent la ressemblance des deux cul-
tivars provenant de la région de Béja et de Mateur, et leur éloignement des
populations spontanées Zit et Makthar a tendance orthotropique. Le cultivar
Béja présente une relative proximité avec la population spontanée de la
méme localité.
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Introduction

Le genre Hedysarum, appartenant a la famille des Fabacées, ren-
ferme des espéces soit du groupe alpin, arctique et asiatique (2 n = 14),
soit du groupe meéditerranéen (2 n = 16) (POTTIER-ALAPETITE, 1979 ;
Baatout et al., 1990). Les espéces méditerranéennes couvrent une
large aire de répartition allant de I'étage humide au saharien supé-
rieur.

En Tunisie, les zones pastorales, et particulierement celles
situées dans les régions arides et semi-arides, sont fréquemment
endommagées par une forte érosion génétique due essentiellement au
surpaturage et aux précipitations irrégulieres. Dans ce contexte, les
espéces du genre Hedysarum constituent un important patrimoi-
ne phytogénétique, performant pour la valorisation des parcours
dégradés et pour la production de fourrage (ABDELGUERFI-BERREKIA et
ABDELGUERF], 1986 ; Boussa et al., 1995). Le genre Hedysarum est
représenté en Tunisie par les espéces du groupe méditerranéen H. car-
nosum Desf., H. coronarium L., H. pallidum Desf., H. spinosissimum L.
ssp capitatum Desf. Asch et Gr., et H. spinosissimum ssp euspinosissi-
mum Briquet. Plusieurs prospections ont permis le recensement, la
caractérisation ainsi que la détermination de l'aire de distribution des
différentes espéces dans le bassin méditerranéen (TRiFI-FarRaAH et al.,
2002).

Intérét de Hedysarum coronarium en Tunisie

Dans le présent travail, notre intérét porte essentiellement sur
I'espéce H. coronarium, appelée couramment sulla ou sainfoin
d’Espagne, cultivée dans les pays méditerranéens tels que la Grece,
I'Espagne, Iltalie, la Tunisie, la Turquie et dans quelques zones
d’Australie (LE Houerou, 1969 ; KrisHNA et al., 1990 ; BuLLta et al.,
2000). Cette espéce diploide (x = 8) a fait 'objet de domestication et
d’améliorations, initialement en Italie & partir de la fin du XVIII® si¢cle
(Zann1 et BaLLATORE, 1950 ; Restuccia, 1976). La valeur nutritive du
sulla est comparable a celle de la luzerne et du tréfle violet (CENNI
et al., 1968 ; Barry, 1998). En Tunisie, certains cultivars sélectionnés
(essentiellement la variété Grimaldi), d’origine italienne, ont été intro-
duits et sont exploités sporadiquement pour la production de fourrage
et pour I'amélioration des parcours.

Néanmoins, en Tunisie, la culture du sulla reste trés limitée
(elle ne concerne que quelques milliers d’hectares situés au nord du
pays) au profit d’'autres espéces fourrageéres a usage intensif dont le
tréfle violet et la luzerne. En effet, malgré l'orthotropie accentuée des
cultivars qui facilite leur exploitation, la récolte par ensilage ou en foin
est difficile & cause de I'épaisseur des tiges. En revanche, les popula-
tions spontanées sont caractérisées par des tiges plus fines avec
une tendance des plantes a la plagiotropie, mais présentent néan-
moins une relative diversité des types architecturaux. En effet, cer-
taines populations spontanées se caractérisent par un port relative-
ment érigé sans pour autant atteindre la taille des cultivars (TRiFI-
FaraH et al., 1989). En conséquence, l'exploitation chez cette espéece




FIGURE 1 : Répartition
en Tunisie des popula-
tions de H. coronarium
étudiées.

Ficure 1 : Distribution
in Tunisia of the H.
coronarium  popula-
tions studied.
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des populations spontanées locales est d'un important intérét agrono-
mique du fait de leur qualité fourragére, tant pour la préservation des
ressources que pour 'amélioration des parcours. En effet, les formes
sauvages bien adaptées constituent un potentiel génétique consi-
dérable permettant la sélection de formes améliorées pour la pro-
motion des parcours (DEAR et al., 2003).

En Tunisie, les populations d’H. coronarium sont localisées dans
plusieurs stations naturelles situées au nord de la dorsale qui, d’ouest
en est, passe par Tajerouine, Makthar, Zaghouan et Enfidha, occupant
ainsi tout le Tell (figure 1). Leur présence est liée a des sols lourds
caractérisés par un drainage important et une structure fine (sols argi-
lo-marneux). En outre, elles permettent la protection des sols contre
I'érosion (FIGIER, 1982) et contribuent a leur enrichissement en azote
assimilable grace a leurs nodosités racinaires (Gounot, 1958).

Evaluation de la variabilité génétique
de H. coronarium

La conservation des ressources phytogénétiques impose une éva-
luation préalable de la diversité génétique. En effet, plusieurs travaux
ont déja été réalisés chez I'espece H. coronarium. Les résultats, basés
sur la variabilité morphologique des caractéres quantitatifs, ont
montré l'existence d'une variabilité considérable des populations
(CuaTT, 1987 ; Baatour et al., 1991 ; LouaTi-NamoucHt et al., 2000). En
outre, les formes domestiquées de H. coronarium, comparées aux
formes spontanées, s’avérent caractérisées essentiellement par un port
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érigé (TriFI-FArAH et al., 1989). Des études portant sur la biologie de
reproduction chez H. coronarium ont montré que cette espéce est preé-
férentiellement allogame mais I'autofécondation reste possible avec un
taux de 10% (Louati-NamoucHl et al., 2000 ; YacouBl et CHRIKI, 2000).

L’analyse du polymorphisme enzymatique a permis de révéler
une importante diversité génétique sans distinguer significativement
les deux formes domestiquée et spontanée. En effet, des flux de génes,
favorisés par l'allogamie et la sympatrie, peuvent intervenir entre les
deux formes (TRIFI-FARAH et al.,, 1989). Néanmoins, 'ensemble de ces
marqueurs ne peut révéler qu'une partie de la variabilité génétique
réelle. Les marqueurs moléculaires constituent un complément a la
caractérisation morphologique (KarPp et al., 1997). Ainsi, les marqueurs
moléculaires RFLP, impliquant des sondes ribosomales homologues
(TriF1-FaRraH et al., 2002), ont permis d’analyser la variabilité intra et
interspécifique et la phylogénie de six espéces du genre Hedysarum
(TriFI-FARAH et MARRAKCHI, 2001). Dans ce contexte, notre choix a porté
sur l'exploitation d’autres outils moléculaires tels que les AFLP car
ils sont révélés en masse et couvrent 'ensemble du génome (Vos et al.,
1995 ; Donv et al., 1997 ; Keiper et McConcHIE, 2000 ; RoLDAN-RuIz et
al., 2000 ; SauBa-CoLomBaNI et al., 2000).

En ce qui concerne H. coronarium L., les ressources génétiques
que représentent les formes sauvages restent encore peu exploitées.
Dans l'objectif de sauvegarder et valoriser la diversité génétique des
populations spontanées autochtones, nous nous sommes intéressés a
l'analyse de la variabilité génétique intra et interpopulations chez dif-
férentes populations spontanées et des cultivars de 'espéce H. corona-
rium en utilisant la technique AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism).

1. Matériel et méthodes

Dix populations spontanées et deux cultivées appartenant a
l'espéce H. coronarium ont été utilisées dans ce travail. Ces accessions
sont représentées par des échantillons de graines récoltées lors des dif-
férentes prospections effectuées sur le territoire tunisien. Cette étude
a porté sur 15 plantes de chaque populations. Ainsi, nous avons uti-
lisé les populations spontanées Jebel Zit [Zi] et Makthar [Ma] a ten-
dance orthotropique et El Haouaria [Eh] a tendance plagiotropique. Les
populations spontanées de Béja [Be], Bizerte [Bi], Dogga [Do], Forét Ain
Djemala [Fo], Kelibia [Ke], Tunis [Tu] et Zaghouan [Za] présentent des
types architecturaux intermédiaires. De méme, nous avons utilisé
deux cultivars a port érigé provenant de la région de Béja [cB] et de
Mateur [cM]. La localisation des sites de collecte des différentes acces-
sions étudiées est présentée figure 1. Les graines provenant des diffé-
rents lieux sont décortiquées et scarifiées en vue d’éliminer I'inhibition
tégumentaire. Aprés immersion dans l'eau pendant 24 h, elles sont
mises a germer a température ambiante et a la lumiere dans des boites
de Petri sur du papier filtre imbibé d’eau.




TaBLEAU 1 : Marqueurs
AFLP générés au sein
des 12 populations
chez H. coronarium L.
en utilisant 3 combinai-
sons d’amorces.

TaBLE 1 : AFLP markers
generated within the
12 populations of H.
coronarium L. by the
use of 3 combinations
of primers.
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Marquage AFLP

L’ADN est extrait a partir de chacune des 15 plantes appartenant
aux différentes populations en utilisant le kit de mini-extraction
(Quiagen). La concentration de I'ADN extrait de chaque échantillon est
estimée a l'aide du spectrophotomeétre Gene-Quant (Pharmacia) ainsi
que sur gel d’agarose par comparaison avec une gamme étalon de dif-
férentes concentrations connues de I'ADN du phage A (SAMBROOK et al.,
1989).

Les marqueurs AFLP sont générés en utilisant le kit AFLP
Analysis System I (Life Technologies, Inc.) avec de petites modifications
(MarGHALI et al., 2002). Nous avons utilisé trois couples d’amorces
décrits dans le tableau 1. Les produits d’amplification obtenus sont
séparés par électrophorése sur gel de polyacrylamide dénaturant a 6%
contenant du TBE 1x. Dix microlitres de produits PCR sont mélangés
a 3ul de bleu de séquence STR 6x (98% formamide, 10mM EDTA pH 8,
1% xyléne cyanol et 1% bromophénol) et 3ul du mélange sont déposés
dans le gel. Pour la migration des échantillons, nous avons utilisé une
tension de 1 500 V et une puissance de 70 W. Les bandes AFLP sont
ainsi visualisées par coloration au nitrate d’argent (Bassam et al.,
1991 ; CHALHOUB et al.,1997). Le gel séche toute une nuit a températu-
re ambiante, puis est photographié¢ a l'aide d'un film APC Typon.

Analyses statistiques

Les résultats issus de cette étude moléculaire par AFLP ont été
soumis a différentes méthodes d’analyses statistiques. Chaque bande
polymorphe ou marqueur moléculaire est considéré comme un carac-
tere ayant deux états, présence ou absence, codés respectivement par
des valeurs 1 ou 0. Les résultats obtenus sont ainsi transformés en
une matrice binaire des données qui sera exploitée pour le calcul de

k
lindice de Shannon H = - > pi Log;, pi
i=1

(avec k : nombre de bandes ; pi : fréquence de la bande i dans une
population ; H : diversité génétique) (LEwoNTIN, 1972 ; LynN et SCHAAL,
1989 ; BusseL, 1999). L'indice a été calculé d’abord pour chaque popu-
lation et chaque couple

d'amorces, puis un indice moyen a chaque population a été calculé (H,,

= diversité intrapopulation). La moyenne des indices sur les 12 popu-
lations refléte la diversité intrapopulation moyenne (Hpop). L'indice sur

Amorces Mom bra total Bandes AFLP polymorphes
de bandes AFLP na i bre [0
EoorMil, 65 &1 78.5
EonfMil, 11 T 1] 267
EomcfMiL o T &7 93.0
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l'ensemble des populations (Hsp) est estimé en considérant que les

180 individus correspondent a la diversité totale. Les pourcentages de
variation intra et interpopulations sont respectivement les rapports de
la diversité intrapopulation moyenne sur la diversité totale
((HpOp / Hsp)XIOO] et de la diversité interpopulations exprimée selon la

formule Gg; = (HSp - Hpop) / Hpr100.

Les distances génétiques interpopulations sont estimées selon
la formule de Nk et Li (1979) grace au programme GENEDIST (version
3.572¢ ; FELSENSTEIN, 1995). Sur la base de la méthode de TUPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averaging), la matrice
des distances génétiques est utilisée par le programme Neighbourg
pour générer des arbres phylogénétiques sous forme de fichiers. Grace
au programme TREEVIEW, ces fichiers sont transformés sous forme
de dendrogrammes représentant les distances génétiques correspon-
dantes.

2. Résultats et discussion

Une premiére approche de l'analyse de la variabilité génétique a
consisté a estimer le nombre de bandes polymorphes d’apres les
bandes révélées sur gel de polyacrylamide dénaturant. Nous avons
ainsi recensé chez les individus des 12 populations étudiées deux cent
sept bandes dont la taille est comprise entre 40 et 600 pb. Parmi
celles-ci, 178 bandes se sont révélées polymorphes. Avec un taux de
bandes polymorphes égal a 86% sur I'ensemble des accessions, on
remarque une importante variabilité génétique. Le nombre total de
bandes polymorphes par paire d’amorces varie de 51 pour la combi-
naison Epcr/Mcag @ 67 pour le couple Epgc/Mcaa, avec une

moyenne de 59 bandes polymorphes révélées par combinaison
(tableau 1).

Analyse de la diversité intrapopulation

L'ensemble des résultats révéle un nombre de bandes poly-
morphes important variant entre 12 concernant la population de Béja
et 31 pour celle de Tunis. En outre, deux bandes obtenues dans le cas
de l'amorce Epgo/Mcaa sont présentes uniquement chez les culti-

TaBLEAU 2 : Indices de
diversité génétique de
Shannon pour chaque
population et diversité
totale, calculés a partir
de I'ensemble des mar-
queurs AFLP.

TABLE 2 Shannon
indices of genetic
diversity in each popu-
lation and total diversi-
ty, as computed from
the totality of AFLP

markers.
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vars et seraient considérées comme des marqueurs moléculaires
caractéristiques des formes cultivées.

En tenant compte de I'ensemble des bandes polymorphes géneé-
rées avec les trois couples d’amorces, I'analyse de la structure géné-
tique des populations a été conduite en utilisant I'indice de Shannon.
Sur la base des 178 bandes générées a partir des 12 populations, nous
avons déterminé la fréquence moyenne de chaque bande pour expri-
mer les indices de diversité génétique de Shannon (H) (tableau 2). La
diversité génétique totale HSp est de 19,6 ; les trois couples

d’amorces donnent des résultats similaires. La diversité au sein des
populations varie de 6,9 pour la population de Béja a 19,3 pour la
population de Tunis avec une moyenne sur 'ensemble des populations
de 13,4. Ces résultats suggerent que la population de Béja [Be] pré-
sente une diversité génétique relativement restreinte entre les indivi-
dus, alors que la population de Tunis semble étre trés variable. La
diversité moyenne intrapopulation représente 68,3% de la diversité
génétique totale. Cela montre qu'une large proportion de la variabi-
lité chez H. coronarium se situe au niveau intrapopulation. Des
résultats comparables ont été obtenus chez H. coronarium en utilisant
des marqueurs iso-enzymatiques (Louati-NamoucHi, 2001). Le régime
de reproduction préférentiellement allogame de cette espéce contribue
a maintenir une diversité intrapopulation.

L’ensemble des résultats obtenus témoigne de I'importante diver-
sité génétique des populations étudiées. La population spontanée de
Béja est caractérisée par une faible diversité génétique malgré la sym-
patrie des deux formes spontanées et cultivées, ainsi que le mode de
reproduction préférentiellement allogame de H. coronarium. La popula-
tion de Tunis semble étre cosmopolite, d’otl une variabilité plus impor-
tante au sein de cette population.

Analyse de la diversité interpopulations

La proportion de la diversité génétique attribuable a la différen-
ciation des populations Ggr varie de 30,34 & 32,07% selon le couple

d’amorce utilisé, avec une moyenne de 31,68% pour I'ensemble des
loci (tableau 2). Par conséquent, nous pouvons en déduire que la varia-
bilité exprimée au niveau interpopulation représente une partie
restreinte de la diversité révélée par cette étude.

Par ailleurs, la variabilité génétique entre les douze populations
étudiées a été estimée a l'aide des distances de NE1 et Li (1979).
L’analyse de la matrice des distances génétiques basée sur les mar-
queurs AFLP (tableau 3) montre que les distances génétiques entre les
populations varient entre 0,096 et 0,961. Il en découle qu’il existe une
grande diversité génétique au niveau moléculaire entre les
12 populations étudiées. La distance génétique la plus faible se situe
entre les deux cultivars. La valeur la plus élevée se situe entre les
populations spontanées de El Haouaria [Eh] et Jebel Zit [Zi]. Il en
résulte que ces deux populations sont les plus divergentes au niveau
de leur ADN. Ceci a été démontré également en utilisant les marqueurs
morphologiques (FIGIER, 1982 ; TriFI-FARaAH et al., 1989). En effet, ces
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deux populations spontanées présentent des architectures contras-
tées : celle de El Haouaria est caractérisée par un port rampant alors
que le port est érigé pour la population Zit.

La matrice des distances génétiques a permis de schématiser les
relations phylogénétiques entre ces populations sous forme de den-
drogramme (figure 2). Ainsi, on remarque la ressemblance des deux
cultivars [cB, cM] et leur éloignement des populations spontanées
a axe orthotrope [Zi, Ma]. Le cultivar Béja [cB] présente une relative
proximité avec la population spontanée de la méme localité [Be]. Ce
résultat est attendu étant donné l'allogamie préférentielle de cette
espéce suscitant des échanges géniques entre les deux formes sponta-
nées et cultivées.

Conclusions

L'importante diversité de toutes les populations spontanées et
cultivees de H. coronarium est révélatrice d'un potentiel génétique
important susceptible de permettre une meilleure exploitation agrono-
mique, en particulier la valorisation des jacheres, la protection des sols
marneux en pente et la production de fourrage. De plus, la variabilité
intra et interpopulations est importante, ce qui s’expliquerait par des
échanges géniques étant donné le régime préférentiellement allogame
de cette espece.
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TaBLEAU 3 : Matrice des
distances génétiques
entre populations de H.
coronarium basée sur
les marqueurs AFLP
selon la formule de Nel et
L1 (1979) (nom des culti-
vars : voir tableau 2).

TaBLE 3 : Matrix of gene-
tic distances among H.
coronarium popula-
tions, based on the
AFLP markers according
to Neland Li’s (1979) for-
mula (for the name of
cultivars, see table 2).

FiGure 2 : Dendrogramme
des 12 populations de H.
coronarium étudiées
selon la méthode
UPGMA (nom des culti-
vars : voir tableau 2).

Ficure 2 : Dendrogramme
of the 12 populations of
H. coronarium studied,
according to the UPGMA
method (for the name of
cultivars, see table 2).
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Concernant les formes cultivées et spontanées, elles se rappro-
chent significativement au niveau de ces marqueurs AFLP bien qu’elles
soient distinctes morphologiquement. Néanmoins, deux marqueurs
AFLP générés par la combinaison Epgc/Mcpa. €t révélés chez toutes

les plantes cultivées analysées semblent étre spécifiques des cultivars
et seraient utiles lors de programmes d’amélioration assistés par ces
marqueurs moléculaires.
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SUMMARY

Genetic diversity among populations of Hedysarum corona-
rium L., as revealed by AFLP markers

The conservation of bio-diversity among cultivated plants and their
wild relatives is of particular importance in Tunisia, where a severe
genetic erosion has been observed. Among the forage legumes (family
Leguminosae = Fabaceae), the genus Hedysarum is of great importan-
ce, since it can provide new phytogenetic resources able to increase the
value of pastoral lands and the benefits derived from them. The diploid
and tetraploid Mediterranean species (x=8) of this genus differ by their
morphological habits, pollination system, biological cycle and geogra-
phical origin. Among them, all nutritious and highly palatable to sheep,
only H. coronarium L. (commonly called Sulla or Spanish Sainfoin), a
native of Italy, is grown for fodder : e.g. in Spain, Greece and North
Africa.

In this study, the genetic diversity of H. coronarium was ascertai-
ned by an AFLP analysis of 180 individual plants belonging to ten spon-
taneous local populations and to two cultivars. A total of 207 bands were
amplified, among which 178 (86%) revealed polymorphism. These were
scored as AFLP bands and computed with the Shannon index. In addi-
tion, polymorphic bands were also analysed to produce a genetic dis-
tance matrix following Nel and Lr's (1979) formula. A cluster analysis
using the UGPMA method (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic Average) was also performed, using Neighbor's programme.
Our data show that the AFLP method is an efficient tool to examine the
genetic diversity among and within accessions of H. coronarium. The
great discriminative power of AFLP markers and their ability to represent
genetic relationships among Hedysarum plants was confirmed. Our data
exhibit evidence of great similarity between the two cultivars originating
from Béja and Mateur, and also a relative distance from the sponta-
neous populations of Jebel Zit and Makthar, which are characterized by
an orthotropic form. In addition, the Béja cultivar is relatively close to the
spontaneous population of same origin.




