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Fig. 1. Medicago minima L. a- appareil végétatif, b- fleurs, c- gousses (photo Djafri- 9
Bouallag L.).

Fig. 2. Aire de répartition des Medicago annuelles (s ) et pérennes (ssss=s ), 11

Les introductions récentes sont indiquées par des fleches (Prosperi et al.
1995)

Fig. 3. Position phylogénétique du genre Medicago L. a I’intérieur de la famille 18
Leguminosae basée sur les séquences du geéne plastidial matK (Cardoso et

al. 2013, LPWG 2017). NPAAA clade (Non-Protein-Amino-Acid-Accumulating
clade), IRLC (Inverted-Repeat-Lacking Clade).

19
Fig. 4. Arbres phylogénétique des sections du Medicago L. a- arbre phylogénétique

simplifié des 53 espéeces du genre Medicago basé sur le géne nucléaire GA3ox selon Steele

et al. (2010). b- arbre phylogénétique simplifié des 60 especes du genre Medicago basé sur
les ITS-1 et ITS-2 selon Downie et al.1998

Fig. 5. Arbre phylogénétique simplifié des sections du genre Medicago (Small 20
2011)

Fig. 6. Répartition des populations du genre Medicago L. échantillonnées dans la 28
région de Béjaia (Nord-Est algérien).

Fig. 7. Configurations représentatives des cellules meres de pollen en métaphase | 39
des échantillons analysés de Medicago L. dans la région de Béjaia (Nord-Est

algérien). a: M. truncatula (8 bivalents, 2n = 2x = 16); b: M. littoralis (8 bivalents, 2n = 2x
= 16); c: M. tornata (8 bivalents, 2n = 2x = 16); d: M. doliata (8 bivalents, 2n = 2x = 16); e:
M. lesinsii (8 bivalents, 2n = 2x = 16); f: M. murex (7 bivalents, 2n = 2x = 14); g: M.
arabica (8 bivalents, 2n = 2x = 16); h: M. laciniata (8 bivalents, 2n = 2x = 16); i: M.
minima (8 bivalents, 2n = 2x = 16); j: M. polymorpha (7 bivalents, 2n = 2x = 14); k: M.
intertexta (8 bivalents, 2n = 2x = 16); I: M. ciliaris (8 bivalents, 2n = 2x = 16); m: M.
scutellata (15 bivalents, 2n=30); n: M. rugosa (15 bivalents, 2n=30); o: M. lupulina (8
bivalents, 2n = 2x = 16); p: M. secundiflora (8 bivalents, 2n = 2x = 16); g: M. orbicularis (8
bivalents, 2n = 2x = 16). Barres d'échelle = 10 pum.
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Fig. 8. Configurations représentatives des cellules méres de pollen montrant des 41
irrégularités meiotiques chez les espéces du genre Medicago L.
échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). a: Cytomixie
entre deux microméiocytes a la prophase I; b-d: cytomixie entre plusieurs microméiocytes a
différents stades; e: cytomixie entre deux microspores; f: pont chromatique (fleche); g:

division asynchrone; h-i: micronoyaux (fleches); j-I: cellules multipolaires. Barres d'échelle
=10 pm.

Fig. 9. Variation des taux de cytomixie (CM) entre les especes du genre Medicago 44

L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). CIL: M.
ciliaris, INT : M. intertexta, ARA : M. arabica, LAC: M. laciniata, MIN : M. minima,
POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis, TOR :
M. tornata, LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG : M. rugosa, SCU : M. scutellata,
LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les colonnes avec des
lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test
x> aP =0,05.

Fig. 10. Taux de cytomixie (CM) calculés pour les différentes populations du genre 45

Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia. Vah: Vahloul, Gou :
Gouraya, Ade : Adekar, Pic: Pic des Singes, Cap: Cap Carbon, Khe : Kherrata, Abo :
Aboudaou, Mds : Md Said Ouidir, Aze : Azekri, Ami : Amizour, Bou : Boukhiama, Tar :
Targa Ouzemmour, Tha: Thamayelt, Tad : Taddart Tamokrante ; All : Allaghan, Iha:
Ihadadden ; Aft : Aftis, Ath : Ath Sadda. Pas de variation intraspécifique selon le Test Exact
de Fisher a P = 0,05.

Fig. 11. Variation du taux des ponts chromatiques (Chromatic Bridges CB) entre les 47
especes du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia

(Nord-Est algérien). CIL : M. ciliaris, INT : M. intertexta, ARA : M. arabica, LAC : M.
laciniata, MIN : M. minima, POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula,
LIT : M. littoralis, TOR : M. tornata, LES: M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG: M.
rugosa, SCU: M. scutellata, LUP: M. lupulina, SEC: M. secundiflora, ORB: M.
orbicularis. Les colonnes avec des lettres en minuscule différentes sont significativement
différentes comme le montre le Test Exact de Fisher a P = 0,05.

Fig.12. Variation intraspécifiqgue du taux des ponts chromatiques (Chromatic 48
Bridges CB) chez les espéces du genre Medicago L. échantillonnées dans la
région de Béjaia. Vah: Vahloul, Gou : Gouraya, Ade : Adekar, Pic : Pic des Singes,
Cap : Cap Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds : Md
Said Ouidir, Aze : Azekri, Ami : Amizour ; Bou: Boukhiama, Tha: Thamayelt, Tad :
Taddart Tamokrante ; All : Allaghan, lha : Ihadadden; Aft : Aftis, Ath : Ath Saida. Les

colonnes avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que
révélé par le Test Exact de Fisher & P = 0,05.
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Fig. 13. Variation du taux des divisions asynchronnes (AD) chez les espéces du 50
genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Bejaia (Nord-Est

algérien). CIL : M. ciliaris, INT : M. intertexta, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata,
MIN : M. minima, POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M.
littoralis, TOR : M. tornata, LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG : M. rugosa, SCU :
M. scutellata, LUP : M. lupulina, SEC: M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les
colonnes avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que
révélé par le Test Exact de Fisher a P = 0,05.

Fig. 14. Variation intraspécifique du taux des divisions asynchronnes (AD) chez les 51

especes annuelles du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de
Béjaia. Vah: Vahloul, Gou: Gouraya, Ade : Adekar, Pic: Pic des Singes, Cap: Cap
Carbon, Khe : Kherrata, Tar: Targa Ouzemmour, Mds : Md Said Ouidir, Aze : Azekri,
Ami : Amizour, Bou: Boukhiama, Abo: Aboudaou, Tha — Thamayelt, Tad : Taddart
Tamokrante, All : Allaghan, lha: lhadadden, Aft: Aftis, Ath: Ath Sadda. Les colonnes
avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par
le Test Exact de Fisher a P = 0,05.

Fig. 15. Variation du taux des micronoyaux (MN) chez les espéces du genre 53

Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien).
CIL : M. ciliaris, INT : M. intertexta, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M.
minima, POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis,
TOR: M. tornata, LES: M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG: M. rugosa, SCU: M.
scutellata, LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les colonnes
avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par
le Test Exact de Fisher a P = 0,05.

Fig. 16. Variation intraspécifique du taux de micronoyaux (MN) chez les espéces 54

du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia. Vah : Vahloul,
Gou : Gouraya, Pic: Pic des Singes, Cap: Cap Carbon, Khe: Kherrata, Tar: Targa
Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds : Md Said Ouidir, Aze : Azekri, Ami : Amizour, Ade :
Adekar, Bou: Boukhiama, Tha: Thamayelt, Tad : Taddart Tamokrante, All : Allaghan,
Iha : Ihadadden, Aft : Aftis, Ath: Ath Saada. Les colonnes avec des lettres en minuscule
différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test Exact de Fisher a P =
0,05.

Fig. 17. Variation du taux des cellules multipolaires (MC) chez les espéces du genre 56

Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien).
CIL : M. ciliaris, INT : M. intertexta, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M.
minima, POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis,
TOR: M. tornata, LES: M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG: M. rugosa, SCU: M.
scutellata, LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les colonnes
avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par
le Test Exact de Fisher a P = 0,05.
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Fig. 18. Variation intraspécifique du taux des cellules multipolaires (MC) chez les 57

espéces annuelles du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de
Béjaia. Vah: Vahloul, Gou: Gouraya, Ade: Adekar, Pic: Pic des Singes, Cap: Cap
Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds : Md Said Ouidir,
Aze: Azekri, Ami: Amizour, Bou: Boukhiama, Tha: Thamayelt, Tad: Taddart
Tamokrante, All: Allaghan, Iha: lhadadden, Aft: Aftis, Ath: Ath Saida. Les colonnes
avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par
le Test Exact de Fisher a P = 0,05.

Fig. 19. Variation du taux de viabilitée pollinique chez les espéces du genre 65

Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien).
Max : maximum, M : moyenne; SE : erreur standard, Min : minimum. INT : M. intertexta,
CIL : M. ciliaris, ARA : M. arabica, LAC: M. laciniata, MIN : M. minima, POL : M.
polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis, TOR : M. tornata,
LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG : M. rugosa, SCU : M. scutellata, LUP : M.
lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les différentes lettres en majuscule
sur les barres montrent des résultats significativement différents tel que révélé par le Test
LSD de Fisher (P = 0.05).

Fig. 20. Variation intraspécifique du taux de viabilité pollinique chez les espéces du 66
genre Medicago échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est

algérien). Max : maximum, M : moyenne; SE : erreur standard, Min : minimum, Vah :
Vahloul, Gou: Gouraya, Ade : Adekar, Pic: Pic des Singes, Cap: Cap Carbon, Khe:
Kherrata, Tar : Targa Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds : Md Said Quidir, Aze : Azekri,
Ami: Amizour, Bou: Boukhiama, Tha: Thamayelt, Tad: Taddart Tamokrante, All:
Allaghan, lha : Ihadadden, Aft : Aftis, Ath : Ath Sadda. Les différentes lettres en majuscules
sur les barres montrent des résultats significativement différents tel que révélé par le Test
LSD de Fisher (P = 0.05).

Fig. 21. Configurations représentatives des grains de pollen des especes du genre 68
Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien)

apres coloration au bleu de coton dans le lactophénol. a) M. doliata (pollen
hétérogene); b) M. murex (pollen homogéne); ¢) M. lesinsii (pollen homogene); d) M.
tornata (pollen homogene); e) M. littoralis (pollen homogéne); f) M. truncatula population
Vahloul (pollen hétérogéne); g) M. truncatula population Gouraya (pollen homogéne); h)
M. laciniata population Allaghan (pollen hétérogene); i) M. laciniata population Ihadadden
(pollen homogéne); j) M. arabica (pollen homogéne); k) M. polymorpha (pollen
homogene); 1) M. minima (pollen homogéne); m) M. intertexta (pollen hétérogene); n) M.
ciliaris (pollen homogene); o) M. scutellata (pollen homogene); p) M. rugosa (pollen
homogene); ) M. lupulina (pollen homogeéne); r) M. secundiflora (pollen homogéne); s) M.
orbicularis (pollen homogene). Les fleches indiquent les grains de pollen défectueux.

Barres d'échelle = 10 um.
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Fig. 22. Variation interspécifique de la surface des grains de pollen chez les especes 75
du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaria (Nord-Est

algérien). Max : maximum, M : moyenne; SE : erreur standard, Min : minimum. INT : M.

intertexta, CIL : M. ciliaris, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M. minima,
POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis, TOR :
M. tornata, LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG : M. rugosa, SCU : M. scutellata,
LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les différentes lettres en
majuscule sur les barres montrent des résultats significativement différents tel que révélé
par le Test LSD de Fisher (P = 0.05)

Fig. 23. Variation intraspécifique de la surface des grains de pollen chez les 76

populations du genre Medicago échantillonnées dans la région de Béjaia
(Nord-Est algérien). Max: maximum, M: moyenne; SE: erreur standard, Min :
minimum, Vah : Vahloul, Gou : Gouraya, Ade : Adekar, Pic : Pic des Singes, Cap : Cap
Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds : Md Said OQuidir,
Aze : Azekri, Ami : Amizour, Bou : Boukhiama, Tha : Thamayelt, Tha : Thamayelt, Tad :
Taddart Tamokrante, All : Allaghan, Iha: lhadadden, Aft: Aftis, Ath: Ath Sadda. Les
différentes lettres en majuscule sur les barres montrent des résultats significativement
différents tel que révélé par le Test LSD de Fisher (P = 0.05).
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Tableau I : Classification infra générique et nombres chromosomiques des especes 21
du genre Médicago L. d’aprés Small (2011). *parfois bisannuelles ou
pérennes
Tableau 11 : Caractéristiques écogéographiques des sites d'échantillonnage des 29

populations analysées du genre Medicago L.

Tableau Il11: Taux d’anomalies méiotiques observées chez les espéces de 42
Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien)

Tableau IV : Taux d’anomalies méiotiques observées chez les populations 43
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Medicago L. est I'un des plus grands genres de la famille des Fabaceae comprenant
plus de 87 espéces arbustives et herbacées (Small 2011). Les espéces du genre se caractérisent
par des fleurs ayant un mécanisme de pollinisation explosif unique (Small 2011).
Taxonomiquement, ce genre appartient a la tribu des Trifolieae et a la sous-tribu des
Trigonellinae. En utilisant des séquences d’ADN de deux génes nucléaires (CNGCS5, B-cop) et
d’un géne mitochondrial (rpS 14-cob), Maureira-Butler et al. (2008) ont estimé le temps de

divergence entre Medicago et son groupe frere Trigonella a environ 15,9 millions d’années.

Les formes ancestrales du genre Medicago sont originaires d’Asie occidentale et des
régions méditerranéennes. Elles sont supposées pérennes et préférentiellement allogames
(Lesins et Lesins 1979). Les espéces annuelles considérées comme des especes dérivées se
seraient différenciées, il y a six a sept millions d'années (Prosperi et al. 1995). Elles ont
actuellement des distributions trés variables en fonction de I’intervention de I'nomme. Les
espéces annuelles telles que M. truncatula, M. polymorpha, M. orbicularis ou M. minima sont
considérées comme des colonisatrices (Olivieri et al. 1991, Prosperi et al. 1995) et sont
largement répandues dans les zones a climat méditerranéen. D’autres telle que M. coronata

sont rares ou endémiques et limitées a des régions particulieres.

Avec leur capacité a fixer l'azote atmosphérique, les especes du genre Medicago
présentent un réel intérét dans 1’amélioration de la fertilité des sols, principalement dans les
zones arides et semi-arides. Ces espéces sont également utilisées dans les rotations de cultures
et dans les plans de lutte antiparasitaire pour maintenir un sol productif. En plus de leurs
intéréts agricole et écologique, les espéces de Medicago sont utilisées dans I'alimentation
animale (fourrage) et dans la consommation humaine en raison de leur niveau élevé en
protéines. De ce fait, elles sont les plantes les plus utilisées dans les paturages (Heyn 1963).
De plus, selon Small (2011), elles ont un potentiel dans la production de produits

biopharmaceutiques, bioplastiques, de cellulose et de biocarburants.

En recherche fondamentale, I’espéce Medicago truncatula est utilisée comme plante
modele dans 1’étude des Iégumineuses en raison de ses diverses caracteristiques biologiques,
notamment la diploidie, la petite taille du génome, l'autopollinisation et le cycle de
reproduction rapide (Cannon et al. 2006).
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La systématique du genre est basée principalement sur des caractéres morphologiques,
floraux (Heyn 1963, Lesins et Lesins 1979, Small 2011) et biochimiques (Classen et al. 1982,
Jurzysta et al. 1992). La morphologie du pollen (Small 2011) et les hybridations
interspécifiques (Simon 1965, Simon et Millington 1967, Lesins et Lesins 1979) sont
également étudiés. Des études récentes en phylogénie moléculaire portant sur des séquences
d’ADN chloroplastique (matK, trnK / matK), mitochondrial (rpS14-cob) et nucléaire
(GA30x1, ITS, ETS, CNGCS5, B-cop (Steele et al. 2010, Hu et al. 2014, de Sousa et al. 2016)
sont egalement menées. Cependant, la persistance d’homonymes et de similitudes conduisent
toujours a des confusions dans la délimitation des especes et dans 1’identification des sous-

especes.

En Algérie, les études sur ce genre sont rares et concernent principalement
l'autoécologie (Abdelguerfi et al. 1988b), la physiologie (Refoufi 1988, Amouri et Fyad-
Laméche 2012), la morphologie, la biochimie (Medoukali et al. 2015, Moulai et Fyad-
Laméche 2017), et les interactions symbiotiques Rhizobia- Medicago (Cheriet et al. 2014).

En cytogénétique, le genre reste trés mal étudié en raison notamment de la petite taille
des chromosomes et des difficultés techniques rencontrées lors des procédures de coloration.
La plupart des études menées a ce jour restent limitées aux nombres chromosomiques en
mitose (Heyn 1963, Simon et Simon 1965, Lesins et Lesins 1979, Schlarbaum et al. 1984,
Mariani et al. 1996). Trés peu d'études caryologiques impliquant des populations spontanées
algériennes sont réalisées (Abdelgeuerfi et Guittonneau 1979, Abdelguerfi et al. 1988a, Fyad-
Lameche et al. 2016) ; et encore moins celles qui considérent la phase haploide, comme c'est
généralement le cas dans I'ensemble du genre Medicago dans le monde entier.

Les especes du genre Medicago présentent une grande diversité morphologique en
raison des hybridations interspécifiques tres communes (Heyn 1963). Les analyses méiotiques
peuvent fournir de précieuses informations sur les causes genétiques ou génomiques de cette
diversité. De telles études pourraient également fournir des informations importantes sur
I'évolution cytologique d'espéces pouvant étre utilisées dans I'amélioration génétique et dans

la conservation des ressources génétiques (Kumar et Singhal 2011).
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Dans la présente these, nous analysons 34 populations naturelles de 17 espéces
annuelles du genre Medicago échantillonnées dans différentes localités de la vallée de la
Soummam dans le Nord-Est de I'Algérie. L’objectif principal de cette étude, en plus de
déterminer le nombre chromosomique, est d'examiner le cours de la méiose pollinique. Nous
examinons également les effets éventuels des anomalies repérées au cours des différents

stades de la méiose | et I1, sur la taille des grains de pollen et sur leur viabilité.
Ce document s’articule de la fagon suivante :

- Un premier chapitre présente les aspects conceptuels et méthodologiques liés a la

cytogeénétique, a I’amélioration et a la systématique du genre Medicago.
- Un deuxieme chapitre présente le matériel vegetal et les méthodes utilisées.
- Un troisiéme chapitre est consacré aux résultats.
- Un quatrieme chapitre est consacré a la discussion des résultats.

- Enfin, un dernier chapitre est affecté a une conclusion générale et aux perspectives

offertes par ce travail.
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1. La cytogénétique

La cytogénétique est une approche méthodologique hybride qui rassemble la cytologie
(notamment 1’étude des chromosomes) et la génétique (étude de la transmission des caractéres
héréditaires). Elle a été concue en 1903 quand Walter Sutton et Théodor Boveri ont proposé la
théorie chromosomique de I'hérédité.

Elle s’intéresse au nombre, a la forme et a la structure des chromosomes (analyse du
caryotype), aux nombreuses modifications de la structure en relation avec la recombinaison,

la transmission et 1’expression de genes (Jahier et al 1992).

Deux approches majeures de cytogénétique sont utilisées de nos jours selon le niveau

d’analyse : la cytogénétique conventionnelle et la cytogénétique moléculaire.

La cytogénétique traditionnelle ou conventionnelle s’intéresse a la détermination du
nombre chromosomique, a I’analyse du caryotype, & 1’observation du comportement
méiotique et a 1’évaluation de la viabilité du pollen. Cette approche offre également des
techniques de colorations différentielles des chromosomes permettent la visualisation des
portions d’ADN de coloration différenciée. Par conséquent, il est possible d’identifier
notamment la distribution et la quantité de 1’hétérochromatine constitutive (bandes C), de
localiser les régions des organisateurs nucléolaires (bandes N) et de différencier des types

d’hétérochromatine riche en AT ou en GC en utilisant des fluorochromes (Jahier et al 1992).

La cytogénétique moléculaire repose sur les propriétés de dénaturation et de
renaturation de la molécule d’ADN en intégrant le concept de la complémentarité des
séquences, permettant l'identification spécifique d’une partie de chromosome (FISH) ou de la
totalité d’un génome (GISH).

L’Hybridation Fluorescente In Situ ou FISH (Fluorescent In Situ Hybridisation)
consiste a hybrider une séquence d’ADN ou d’ARN marquée appelée sonde avec une
séquence de nucléotides complémentaires situés dans le génome afin de déterminer la

présence ou la localisation de cette séquence d’intérét. Cette technique est largement utilisée
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pour la détection des changements structuraux des chromosomes, pour la localisation
physique de clones BAC sur des chromosomes, pour I’identification des délétions, de
translocations ou pour la localisation des séquences d’ADN répétées. Elle est également
utilisée pour la localisation de séquences spécifique d’ADN afin de comparer des caryotypes

particulierement dans les études cytotaxonomiques (Bouayed Abdelmoula 2004).

L’Hybridation Génomique In Situ (GISH) permet de localiser sur des chromosomes
métaphasiques d’un organisme hybride, les molécules d'/ADN complémentaires marquées du
génome d’un autre organisme. Elle consiste a hybrider le génome entier marqué (sonde) d’un
organisme donné avec les chromosomes d’un génome hybride d’un autre organisme. La
technique de la GISH permet d’évaluer la composition génomique d’une espéce, contribuant

ainsi a 1’étude de 1’évolution notamment des allopolyploides (Muleris et al 1997).

1.1. Apport de la cytogénétique a la systématique

L’étude du caryotype, c'est-a-dire le nombre de chromosomes, leurs morphologies
ainsi que la gamme dhomologie entre les chromosomes nous renseigne sur les
caractéristiques et les propriétés des organismes (Stace 2000). Cette branche, appelée
cytotaxonomie (Peruzzi et Eroglu 2013) ou caryosystématique (Joachimiak et al. 1997)
comprend des études comparatives utilisées en taxonomie, en cytogéographie et en
cytoécologie. Les résultats obtenus en cytogénétique sont utilisés pour expliquer le cours de
I'évolution au sein des espéces, des genres et au sein des familles (Siljak-Yakovlev et Peruzzi
2012; te Beest et al. 2012). Parmi les réalisations notables en caryosystématique des plantes

nous pouvons citer :

- La division phylogénétique de la famille des Poaceae en deux sous familles: S/F des
Bambusoideae (x = 12 chromosomes) et S/F des Pooideae (x = 7chromosomes) sur la base du
nombre chromosomique de base (Stace 1993 in Stace 2000).

- Dans le genre Crepis (F. Asteraceae), C. neglecta (2n = 2x = 8chrs) serait 1’espece parente
de C. fuliginosa (2n = 2x = 6chrs) aprés remaniements chromosomiques (Dimitrova et
Greilhuber 2000).

- L’analyse de la symétrie des caryotypes, suggérée par Stebbins (1971), a permis de

déterminer les directions de 1’évolution dans certains groupes de plantes. Ainsi chez les
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Ranunculaceae, les caryotypes symeétriques des espéces primitives dans les genres Trollius et
Caltha ont évolué vers des caryotypes asymétriques chez Aconitum et Delphinium (Yang,
2001).

- La structure des noyaux en interphase et le schéma de condensation des chromosomes au
cours de la prophase divisent les palmiers en deux groupes : ceux ayant des noyaux réticulés
et de gros chromosomes se condensant régulierement dans la prophase (Coryphoideae -
Thrinacinae), et ceux possédant des noyaux aréticulés ou semi-réticulés, avec de petits
chromosomes précoces se condensant de maniere proximale pendant la prophase

(Coryphoideae - Livistonina, Nypoideae, Phytelephantoideae) (Roser 1994).
1.2. Apport de la cytogénétique a I’amélioration des plantes

La cytogénétique est ’'une des nombreuses disciplines sur lesquelles s’appuie
I’amélioration des plantes. L’amélioration génétique des plantes repose sur 1’exploration et
I’utilisation de la diversité naturelle des espéces afin d’associer des caractéres d’intérét. Pour
augmenter la diversité et la productivité agricole et produire des cultures plus viables sur le
plan économique, il est important de comprendre les mécanismes a ’origine de la variabilité
et sa transmission (Harrison et al. 2010). L’¢étude cytogénétique fournit des informations
pertinentes et détaillées sur le matériel végétal utilisé (nombre de chromosomes, niveau de
ploidie, le comportement des chromosomes, les recombinaisons génétiques, le taux des
irrégularités méiotiques, le taux de viabilit¢ pollinique) (Jahier et al. 1992). Les
recombinaisons des génes qui se produisent lors de la méiose est un événement important
pour générer une variabilité. En général, la variabilité intraspécifique est moins importante
pour une espece cultivée. Par conséquent, le sélectionneur est dans 1’obligation de réaliser des
croisements avec des formes sauvages apparentées ou avec des especes voisines. Les
informations fournies par 1’analyse des différents stades de la méiose tels que l'appariement
des chromosomes, la recombinaison génétique, le degré d'irrégularités méiotiques et la
viabilité des gamétes permettent d’orienter les hybridations inter et intraspécifiques dans les
programmes de sélection végeétale (Kiihl et al. 2011) et sont importantes pour la planification

de ces hybridations sur plusieurs génerations (de Souza et al. 2003).

Chez les hybrides, la méiose constitue un processus clé qui détermine la fertilité. Un

hybride ne sera fertile et ne produira des gamétes viables que lorsqu’il présente une méiose
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réguliere. La présence d'irregularités méiotiques peut affecter de maniére significative la
stabilité génétique, I'indice méiotique (M) et la viabilité du pollen chez les hybrides. De cette
manieére, I’¢tude de la méiose chez les hybrides peut accélérer un programme de sélection car

elle fournit des informations sur la fertilité (Pagliarini 2000).

Dans les programmes de sélection, les croisements interspécifiques sont des outils
précieux pour générer une variabilité chez les plantes cultivées (Pagliarini 2000). L’analyse
méiotique associée a toute manipulation d’amélioration réduit le temps nécessaire a la
production de nouveaux cultivars hybrides. En effet, tout hybride présentant des irrégularités
méiotiques et / ou des graines de pollen non viables est rejeté et seuls les génotypes les plus
stables sont sélectionnés (Pozzobon et al. 2011 in Lavinscky et al. 2017). Habituellement, les
hybrides issus de croisements entre espéces a genomes similaires tendent a présenter un taux
d’appariement des chromosomes homéologues é€levé. En revanche, chez les especes
génétiquement distantes, il n’y a pas d'appariement entre chromosomes homéologues ou les
appariements sont tres faibles. Les hybrides présentent alors une meéiose irréguliere avec une
baisse de fertilité (Lee et al. 2011). Ainsi, la distance génétique peut étre un facteur limitant
dans la sélection. L'utilisation de données d'appariement des chromosomes est utile dans la
sélection du génotype car le degré d’homologie parmi les chromosomes homéologues

hybrides démontre le degré de relation entre les parents (Techio et al. 2006).

L’étude du comportement méiotique de différentes plantes a permis d'identifier des
anomalies affectant la fertilité et certaines mutations pouvant étre exploitées avec succes par
les programmes de sélection, principalement celles conduisant a une stérilité male (Pagliarini,
2000).

La stérilité¢ male cytoplasmique (CMS) ou la stérilité male génique (GMS) sont des
caractéres tres recherchés par les sélectionneurs pour 1’obtention de variétés hybrides pour
éviter d’avoir recours a des castrations manuelles, mécanisées ou chimiques, qui sont

coliteuses, parfois inefficaces, voire polluantes pour 1’environnement.
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2. Le genre Medicago L.

2.1. Description du genre Medicago L.

Le genre Medicago L. regroupe de nombreuses espéces herbacées annuelles ou
vivaces et trois especes arbustives : M. arborea, M. strasseri Greuter et M. citrina (Font-
Quer) Greuter. Les plantes du genre présentent de fortes racines pivotantes pouvant atteindre
plusieurs metres de profondeur. Leurs tiges sont prostrées et portent des feuilles trifoliées a
folioles finement dentés au sommet. Les feuilles sont dotées de deux stipules larges de forme
allongée ou cordiforme et collées au pétiole. Les inflorescences pédonculées forment des
grappes de une a 30 fleurs. Les fleurs sont pentaméres de couleur mauve au jaune. Elles
possedent un calice soudé en cloche a 5 dents subégales. La corolle caduque et papilionacée
est constituée d’un étendard, de deux pétales formant deux ailes libres et d’une caréne formée
par deux pétales inférieurs soudés. L’androcée est formé de deux cycles de cing étamines dont
neuf sont soudées pour former la colonne staminale et une dixieme libre (androcée
gamostémone, diadelphe). La corolle et la colonne staminale constituent le dispositif de
déclenchement de la fleur, caractéristique du genre. Le gynécée est constitué par un seul
carpelle a ovaire super et pluriovulé. Le fruit est une gousse plus ou moins enroulée, soit en
forme de faucille, soit spiralée souvent épineuses (Fig. 1) (Quezel et Santa 1962, Prosperi et
al. 1995, Small 2011).



ASPECTS CONCEPTUELS ET METHODOLOGIQUES

Fig. 1. Medicago minima L. a- appareil végétatif, b- fleurs, c- gousses (photo Djafri-
Bouallag L.)

2.2. Origine et aire de répartition des especes du genre Medicago L.

Le genre Medicago L. est natif du pourtour méditerranéen et de 1’Eurasie. Il s’étend
des Acores et des Tles Canaries, en passant par I'Europe centrale et méridionale, I'Afrique du
nord, I'Asie intérieure, I'Asie centrale et du sud-ouest et I'Inde. Quelques especes ont atteint
certaines parties de I'Asie orientale et les zones forestiéres du nord de I'Europe et de I'Asie
(Bolton 1962).

L’origine et la répartition des espéces du genre Medicago sont fonction du type

morphologique. Ainsi, les espéces arbustives originaires de la Gréce et des Tles de la mer
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d’Egée, se retrouvent sous forme spontanée sur I’ensemble du pourtour méditerranéen.
Cependant, elles se limitent aux zones méditerranéennes chaudes car elles sont sensibles aux

gelées importantes (Fig. 2) (Prosperi et al. 1995).

Selon Vavilov (1924), les espéces herbacées pérennes seraient originaires de la large
région comprenant 1’Asie mineure, la Transcaucasie, I’Iran et les hauts plateaux du
Turkménistan. Elles se rencontrent essentiellement sur les rives nord de la méditerranée et
s’étendent jusqu’en Asie centrale. Quelques formes spontanées sont localisées sur les hauts

plateaux des chaines de 1’ Atlas nord-africain.

Sinskaya (1950 in Small 2011) subdivise le large centre de Vavilov (centre du proche
orient) en deux centres distincts: la région montagneuse de Transcaucasie qui a donné
naissance aux espéces européennes et nord africaines résistantes au froid qui forment
actuellement un ensemble trés diversifié. Le deuxieme centre correspond actuellement a
I’Asie centrale qui a donné naissance aux especes eurasiatiques. Ces espéces sont sensibles
aux maladies et moins tolérantes au froid et a la sécheresse. Grace a 1’étendue de son aire de

culture M. sativa, espece pivot des Medicago pérennes, a une expansion mondiale.

Quant aux especes annuelles, elles se retrouvent dans tous les étages bioclimatiques,
de I’humide au saharien du pourtour meéditerranéen. Les unes sont a large spectre de
répartition les autres ont une distribution spatiale plus délimitée. Ainsi, Prosperi et al. (1995)

distingue :

- Les espéces colonisatrices et ubiquistes telles que M. truncatula, M. orbicularis et

notamment M. polymorpha.

- Les especes inféodées a des environnements particuliers, telles que M. arabica,
commune en Corse, en Sardaigne et en Gréce, mais rare en Espagne et en Afrique du Nord et
M. aculeata, fréquente en Espagne et en Afrique du Nord mais plutét rare dans les autres pays

méditerranéens.

- Les espéces rares ou endémiques telles que M. scutellata qui est restreinte au Liban,
a I’talie et a I’Algérie du Nord et M. coronata qu’on retrouve au Liban, en Turquie, et en

Grece.

10
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Fig. 2. Aire de répartition des Medicago annuelles (=) et pérennes (sss=u=1),

Les introductions récentes sont indiquées par des fleches (Prosperi et al. 1995)

11
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2.3. Adaptations des especes du genre Medicago L.
2.3.1. Adaptations morphologiques des espéces du genre Medicago L.

Les adaptations morphologiques sont définies comme étant des traits héréditaires
favorables a la survie et a la reproduction dans un milieu donné. Ces caracteres concourent a
une utilisation optimale des ressources et a une protection efficace contre les facteurs

(biotiques, abiotiques) défavorables.
- Les radicules et les racines

La radicule (racine principale) des especes de Medicago se développe rapidement.
Cette caractéristique permet aux especes de pousser dans des zones arides a semi-arides
recevant des pluies ordinairement en une saison. Les especes annuelles ont un systeme
racinaire tres ramifié dans les 30 cm superficielles du sol et se développent rapidement
pendant la saison fraiche et humide. Les especes pérennes présentent un systéeme racinaire
exceptionnellement profond, utilisant I’ecau des nappes phréatiques en été. Elles sont adaptées

au climat méditerranéen caractérisé par un hiver frais et un été chaud et sec.
- Les Rhizomes

Medicago carstiensis est la seule espéce exclusivement a rhizomes, un mode de
croissance qui protége les plantes, dans une certaine mesure, du paturage (forme de résistance
aux herbivores). Certaines populations de M. sativa subsp. falcata originaires des régions
tempérées froides sont caractérisées par une croissance soit rhizomateuse, soit rampante. Ce
type de croissance pourrait étre une adaptation contre les herbivores ou une adaptation au
climat ou aux deux facteurs a la fois (Small 2011). Les rhizomes pourraient constituer une
stratégie compétitive interspécifique et/ou de colonisation pour accéder a lI'espace. lls
pourraient également constituer une stratégie d'adaptation permettant d'éviter le gel qui

provoque des lésions au niveau des organes aériens (Chesneaux 1974).
- Les tiges

Les plantes du genre Medicago produisent plusieurs tiges minces et ramifiées au port

érigé ou prostré. Sur le plan anatomique, ces tiges possédent des tissus hautement lignifiés.
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Selon Brewer et al. (1986) et Sorensen et al. (1988), cette lignification précoce des tissus est
une réponse aux insectes herbivores en dissuadant ou en empéchant mécaniquement ou
chimiquement l'alimentation et la ponte. Le mode de croissance buissonnant et rampant des
Medicago est une adaptation contre les mammiferes herbivores qui préferent les tiges érectées
et succulentes (Rossitor 1966 in Small 1996). Brummer et bouton (1991) signalent que les
tiges minces étaient associées a la persistance de la luzerne lors de récoltes mécaniques

régulieres utilisées pour simuler le paturage.
- Les feuilles

Chez les especes du genre Medicago, comme chez la majorité des plantes, les feuilles
ont tendance a étre petites et épaisses dans les zones ensoleillées (séches) et sur les sols
pauvres. Elles sont grandes et fines dans les zones ombragées (humides) et sur les sols riches.
Cependant, en géneral, les plantes arbustives et les herbacées pérennes du genre Medicago
présentent des feuilles relativement grandes, alors que chez les annuelles, les feuilles tendent a
étre de taille moyenne a assez petites. Plusieurs espéces de Medicago notamment M. laciniata
ont des feuilles incisées ou laciniées. Selon Brown et Lawton (1991), ce trait de caractere est
une adaptation des plantes aux insectes herbivores. En effet, les feuilles ainsi découpées

deviennent moins attrayantes et dissuadent les insectes limitant ainsi, les dommages.
- La pubescence

Toutes les especes du genre Medicago présentent des poils épidermiques simples
(unicellulaires) répartis sur les différentes parties de la plantes : tiges, feuilles, fleurs et
gousses. La densité de la pilosité est variable et elle est considérée comme caractere
taxonomique. Certaines espéces sont glabres et seule la face inférieure des feuilles est
clairsemée de poils simples (M. murex). D’autres, au contraire, sont complétement velues (M.
marina, M. lanigera, M. arborea). Certaines especes sont dotées, en plus des poils simples, de
poils glanduleux (poils multicellulaires avec des pointes collantes arrondies) ; c’est le cas de

M. minima, M. intertexta, et de M. scutellata (Lesins et Lesins 1979).

Chez les plantes la pubescence épidermique est 1’une des adaptations pour réduire les
pertes en eau et pour se défendre contre les insectes herbivores (Levin 1973). Chez les

Medicago, ces poils semblent n’avoir aucun effet sur les pertes en eau (Lenssen et al. 2001).
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En effet, il a été démontré que les poils simples et glanduleux des trifoliées, en général, et des
Medicago en particulier étaient défensifs contre divers insectes en les empéchant de se nourrir
et de pondre leurs ceufs (Small et al. 1981, Small 1986, Small et Brookes 1986, Goertzen et
Small 1993). Small (1985) constate une densité plus élevée des poils glanduleux chez deux
lignées du complexe M. sativa (M. sativa sous-espece falcata var. Viscosa, M. sativa sous-
espéce glomerata), principalement au niveau des fleurs et des fruits originaire des Caucase ou
vit le coléoptere du genre Tychius qui se nourrit principalement des graines de M. sativa.

Cette densité de poils serait une évolution sympatrique a cet insecte granivore.

Selon Ranger and hower (2001), les poils glandulaires de Medicago offrent une
résistance aux insectes de deux maniéres: (1) chimiquement par la production de métabolites
secondaires tels que les terpénoides, les esters de saccharose et les composés phénoliques a
effet insecticide et (2) mécaniquement, car I'exsudat sécrété emprisonne les nymphes et

entrave la ponte.
- Les fleurs

Les espéces du genre Medicago sont caractérisées par un mécanisme de
déclanchement explosif de la fleur. Ce mécanisme est une adaptation a la pollinisation
entomophile. L’insecte pollinisateur adapté a ce mécanisme est une abeille connue sous le

nom ‘alfalfa leaf cutter bee’ ou Megachile rotundata (Small et al. 1987).

- Les fruits

Les gousses des Medicago présentent plusieurs caractéristiques qui sont importantes
sur le plan adaptatif et taxonomique.

~ Adaptations assurant la dissémination des graines :

Les espéces de Medicago ont deux types de gousses: (i) les gousses plates
anémochores rencontrées dans les sections Platycarpae, Lunatae, Pectinatae et Ovales, (ii)

les gousses épineuses zoochores retrouvees chez les autres sections (Lesins et Lesins 1979).
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~ Adaptations assurant une protection des graines contre les herbivores et les insectes :

L’enroulement de la gousse et la présence d’épines sur la suture dorsale protégent les
graines qui sont extrémement nutritives pour les herbivores. Dans la section Spirocarpos, de
nombreuses espéces présentent des graines séparées mécaniquement par des coussinets de
tissus spongieux protecteurs contres les insectes. D’autres espéces notamment dans la section
Medicago, les graines sont enveloppées d’un film rétractable assurant efficacement leur

séparation.
~ La géocarpie

Medicago hypogaea est la seule espece du genre a développer ses graines sous terre.
Selon Lev-Yadun (2000), la géocarpie est adoptée par les espéces afin de (i) maintenir
I'occupation d'un site avéré avantageux dans un environnement hétérogene; de (ii) surmonter
les incertitudes de survie pendant la saison de croissance, liées a des menaces telles que le feu,
le paturage et la sécheresse; de (iii) protéger les graines contre les fluctuations extrémes du

microclimat a la surface du sol.
2.3.2. Adaptations physiologiques des especes du genre Medicago L.
- Production de toxines anti-herbivores

Sur le plan biochimique, le genre Medicago se distingue des genres alliés Melilotus et
Trigonella par les glycosides d'acide médicagénique (medicagenic acid glycosides) qui sont
des saponines tres rares chez les plantes. Ces saponines sont des facteurs antinutritionnels
synthétisés surtout aux stades juvéniles de la plante a des fins de protection (D’Addabbo et al.
2020). Selon Small (2011), la présence de ces glycosides dans Medicago serait une adaptation

contre les herbivores.
- Adaptation a la sécheresse

La grande variabilité génétique des luzernes leur permet d’occuper des milieux trés
contrastés allant des plus chauds aux plus froids. M. sativa provient des zones seches ou elle
survit bien grace a son enracinement profond. M. falcata présente une aire de répartition allant
de la Sibérie occidentale a la Russie et a la Scandinavie pour occuper ensuite le reste de

I’Europe. Elle est remarquablement résistante au froid (Mauriés 2003).
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La plupart des especes annuelles de Medicago sont adaptées au climat méditerranéen
car elles peuvent éviter la sécheresse par la dormance des graines, leur germination tardive, la
réduction du cycle de développement (2 mois pour M. truncatula), la réduction de la surface
foliaire ou la présence de la pubescence. Parmi les especes résistantes a la sécheresse nous
citons M. arborea, M. sativa, M. littoralis, M. truncatula, M. minima et M. laciniata (Seklani
et al. 1996).

- Adaptation a la salinité

La luzerne (M. sativa) est adaptée aux zones semi-arides gravement affectées par la
salinité. Des formes sauvages de M. sativa subsp. Caerulea sont signalées sur les rives de la
mer Caspienne. Ces formes sont tolérantes aux sols salins et trés résistantes a la sécheresse
(Bolton 1962). Compte tenu de leur aire de répartition sur les plages de la Méditerranée M.
marina, M. littoralis et M. italica sont considérées comme étant des espéces résistantes au sel
(Small 2011).

- La longévité des semences

La longévité correspond au temps pendant lequel la graine reste en vie sans perdre de
sa vigueur germinative. Les especes du genre Medicago comme toutes les Fabacées ont des
graines orthodoxes ayant souvent une durée de vie tres longue. En effet, Spira et Wagner
(1983) ont pu obtenir des plantules a partir de la germination des graines de M. polymorpha

agées de 200 ans.
- La dormance des graines

Comme chez toutes les Légumineuses, la dormance des graines des Medicago est
tégumentaire. En effet, les graines présentent un tégument dur, hydrophobe et imperméable a
I’eau (Gachet et EImir 1972, Ruiz et Devesa 1998). Christiansen et al. (1996) et Garcia et al.
(2006) ont constaté chez certaines espéces de Medicago une dormance embryonnaire

physiologique de plusieurs mois.
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2.4. Systématique du genre Medicago L.

La taxonomie traditionnelle place le genre Medicago L. dans le régne des Plantae,
sous-régne Tracheobionta, superdivision Spermatophyta, division Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, sous-classe Rosidae, ordre des Fabales, famille des Fabaceae, tribu des

Trifolieae, sous tribu des Trigonellinae (Lewis et al. 2005).

Les progres de la reconstruction des relations phylogénétiques des organismes grace
au foisonnement des données moléculaires au cours de ces trente derniéres années ont

conduit a 1’évolution de ce systéme de classification.

Les groupes de taxonomistes les plus importants engagés dans la reforme de la cette
taxonomie sont Angiosperm Phylogeny Group : APGI (2001), APGII (2003), APGIII (2009),
APGIV (2016) et, spécifiqguement pour les légumineuses, Legume Phylogeny Working Group
(LPWG) (2017). La classification en vigueur actuellement qui découle des travaux de APGIV
(2016) et de LPWG (2017) place le genre Medicago L. dans les clades suivants :
Angiospermes, Eudicots, Core Eudicots, Superrosids, Rosids, Fabids, Fabales, Leguminosae,
Papilionoideae, 50 kb inversion clade, NPAAA clade (Non-Protein—~Amino-Acid-
Accumulating clade), Hologalegina clade, IRLC clade (Inverted-Repeat-Lacking Clade),
Vicioids clade (Fig. 3).

Le genre Medicago L. est un groupe monophylétique formé de 87 espéces (Tableau I)
(Small 2011). Ces especes sont réparties dans quatre sous genres qui, a leur tour divisés en
sections. Le nombre de sections et le nombre d’especes par section varient selon les auteurs.
Le genre a fait I’objet de plusieurs études phylogénétiques basées sur de nombreux caracteres
moléculaires notamment, les ITS, ETS et matK (Bena et al. 1998, Downie et al.1998, Bena
2001, Maureira-Butler et al. 2008, Steele et al. 2010). Les différentes analyses aboutissent a
des arbres trés incongruents comme le souligne la figure 4. Les auteurs expliquent cette
incongruence par le nombre d’espéces analysé a chaque fois différents, les especes et les
caractéres analysées également différents d’une analyse a l'autre. D’un autre coté, les
phénomenes d’hybridation et d’introgression treés frequents dans le genre peuvent également

avoir un effet sur cette incongruence.

Small (2011) subdivise le genre en quatorze sections et synthétise les relations

phylogénétiques entre elles comme le montre la figure 5.
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Fig. 3. Position phylogénétique du genre Medicago L. a l’intérieur de la famille
Leguminosae basée sur les séquences du géene plastidial matK (Cardoso et al. 2013, LPWG
2017). NPAAA clade (Non-Protein-Amino-Acid-Accumulating clade), IRLC (Inverted-Repeat-Lacking
Clade).
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Tableau I. Classification infra générique et nombres chromosomiques des espéces du

genre Medicago L. d’apres Small (2011). *parfois bisannuelles ou pérennes

Sections Sous-sections Especes 2n
. M. arborea L. 32
Dendrotells M. strasseri Greuter, Matthés & Risse 32
(Vassilez) Lassen - —
Medicago citrina 48
M. cancellata M. Bieb. 48
M. cretacea M. Bieb. 16
M. daghestanica Rupr. 16
M. marina L. 16
) M. papillosa Boiss. 16, 32
(l\feg;cléclggo Medicago M. pironae Vis. 16
R .
S | & Godr.) : - -
5 M. rupestris M. Bieb. 16
& M. sativa L. 16, 32
M. saxatilis M. Bieb. 48
Suffruticosae M. suffruticosa Raymond ex DC. 16
(Vassilez.)E. Small | M. hybrida Trautv. 16
Carstienses M. carstiensis Wulfen. 16
Kozukharov.
M. archiducis-nicolai Sirj. 16
Platycarpae M. platycarpa L. 16
E. Small M. popovii Sirj. Soviet 16
M. ruthenica (L.) Ledebour 16
M. edgeworthii* Sirj. 16
. M. biflora E. Small 16
Lunatae ( Boiss.) M. brachycarpa* M. Bieb. 16
E. Small .
M. huberi E. Small 16
2 M. rostrata E. Small 16
= M. arenicola E. Small 16
g M. astroites Trautv. 16
< M. carica E. Small East 16
Buceras (Ser.) Buceras M. crassipes E. Small Iran, Iraq, 16
E. Small . 8
M. fischeriana Trautv. 16
M. halophila E. Small 16
M. heldreichii E. Small 16
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Tableau I (suite). Classification infra générique et nombres chromosomiques des espéces du

genre Médicago L. d’aprés Small (2011)

Sections Sous-sections Espéces 2n
M. medicaginoides E. Small 16
M. monantha Trautv. 16
M. monspeliaca Trautv. 16
M. orthoceras Trautv. 16
Buceras M. pamphylica E. Small 16
Buceras (Ser.) E. Small M. ki E. Small 16
M. phrygia E. Small 16
M. polyceratia Trautv. 16
M. rigida E. Small 16
Deflexae ( Sirj.) E. Small | M. retrorsa E. Small 16
Isthmocarpae ( Boiss.) E. | M. isthmocarpa E. Small 16
Small M. rhytidiocarpa E. Small 16
Igzg;gre:ae E. Winkl. & M. lanigera C. Winkl. 16
Geocarpa E. Small M. hypogaea E. Small 14
«» | Heynianae Greuter M. heyniana Greuter 16
% Hymenocarpos Ser. in DC. M. radiata L. 16
g Pectinatae Boiss. M. plicata Sirj. 16
< | Ovales E. Small, sect. nov. M. ovalis Sirj. 16
Orbiculares Urb. M. orbicularis L. 16
M. constricta Durieu 14
M. doliata Carmign. 16
M. italica Mill. (= M. tornata 16
(L.) Miller)
M. spherocarpos Berth. 14
M. littoralis Rohde 16
Spirocarpos Ser. Pachyspirae (Urb.) Heyn M. rr_lu_rex Willd 10
M. rigidula L. 14
M. rigiduloides E. Small 14
M. sinskiae Uljanova 14,16
M. soleirolii Duby 16
M. syriaca E. Small 16
M. truncatula Gaertn. 16
M. turbinata L. 16
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Tableau I (suite et fin). Classification infra générique et nombres chromosomiques des

espéces du genre Médicago L. d’aprés Small (2011) (suite et fin). *parfois

bisannuelles ou pérennes

Sections Sous-sections Especes 2n
M. bonarotiana 16
(= M. blancheana Boiss.
M. noeana Boiss. 16
Rotatae (Urb.) Heyn M. rotata Boiss. 16
M. rugosa Desr. 30
M. scutellata L. Grasslands. |30
M. shepardii Post 16
M. ciliaris L. 16
Intertextae (Urb.) Heyn M. _granaden3|s Willd. 16
M. intertexta L. 16
3 M. muricoleptis Tineo 16
§ Spirocarpos Ser. M. arabica L. 16
é M. coronata L. 16
M. disciformis DC. 16
M. laciniata L. 16
Spirocarpos (= Leptospirae M. laxispira Heyn 16
(Urb.) Heyn) M. minima L. 16
M. polymorpha L. 14
M. praecox DC. 14
M. sauvagei Négre 16
M. tenoreana Ser. 16
Lupularia (Ser. in DC) M. lupulina* L. 16, 32
E. Small M. secundiflora Durieu 16
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2.5. Cytogenetique du genre Medicago L.

Les espéces annuelles du genre Medicago sont caractérisées par la présence de deux
nombres chromosomiques de base x=7 et x=8 chromosomes. Ces espéces annuelles sont
toutes diploides a 1’exception de M. scutellata et de M. rugosa qui sont des allotétraploides.
Ces deux derniéres espéces seraient issues d’une hybridation interspécifique entre les deux
cytotypes différents (x=7, x=8) suivie d’un dédoublement chromosomique aboutissant enfin, a
la formation d’hybrides tétraploides a 2n=30 chromosomes (Bauchan et Elgin 1984,
Falistocco et Falicinelli 1991, Mariani et al. 1996). Récemment, Zarabizadeh et al. (2022) ont
mis en évidence dans les populations de M. monantha (espéce annuelle de la section Buceras)
d’Iran le phénoméne mixoploidie (chiméres) avec des nombres chromosomiques de 22, 28,

30, 32, 36 et 40.

Les espéces pérennes ont un nombre de base x=8 chromosomes avec trois niveaux de
ploidie différents (diploide, tétraploide, hexaploide). Les polyploides sont soit des
autopolyploides comme M. sativa, soit des allopolyploides comme M. arborea et M. strasseri
(Eriksson et al. 2018). Le cytotype hexaploide caractérise uniquement M. cancellata, M.

saxatilis et M. citrina (Bauchan 2009).
2.6. Utilisation des espéces du genre Medicago L.

Comme toutes les Légumineuses, les espéces du genre Medicago présentent un intérét
majeur d’un point de vue agronomique, biologique et écologique. La luzerne (M. sativa) est
I’une des plus anciennes cultures fourragéres. Elle est connue sous le nom de «reine des
fourrages» et servait de nourriture aux ruminants et aux chevaux. Actuellement, elle
représente la culture fourragere la plus importante dans les régions tempeérées et la quatrieme

culture en Amérique du Nord (Small 2011).

La luzerne est riche en protéines, vitamines et minéraux, fournissant du foin et des
paturages hautement nutritifs pour la production animale et laitiere. Ses germes sont
également consommeés par I'hnomme. Ayant un nectar sucré, elle est également utilisée dans la
production du miel. En plus de M. sativa, plusieurs especes du genre sont utilisées en

biotechnologie comme médicament, nourriture humaine, engrais vert et source d'enzymes
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industrielles. Elles sont également utilisées comme biocarburant dans la production d'éthanol

et d'autres matériaux industriels (Gholami et al. 2014).

L’intérét agronomique des espéces du genre Medicago L. est connu depuis longtemps.
Elles sont utilisées en rotation avec les céréales et ont un grand impact sur la production
agricole. En effet, les especes de ce genre, en particulier M. sativa, peuvent fournir un
fourrage abondant et riche en protéines. Elles améliorent la fertilité des sols grace a leur
association symbiotique avec Rhizobium meliloti, bactérie fixatrice d’azote atmosphérique. De
plus, par leur aptitude a la régénération naturelle, elles maintiennent un couvert végétal
continu. Par ailleurs, leur systéme racinaire bien développé favorise la conservation du sol et
assure une production de matiére organique importante (Refoufi 1988, Rumbaugh 1990,
Bouton 1996). Les luzernes en croissance ont un grand pouvoir de rétention des nitrates et
elles contribuent a la dépollution du sol de ses matiéres azotées tout en produisant plus de

matiére végétale et en gardant leur contenu en nitrates acceptable (Duval 1995).

Par ailleurs, la grande plasticité écologique associée a la variabilité taxonomique du
genre, offrent de grandes possibilités d’occupation et de valorisation de différents types de

milieux (sols acides, alcalins, zones arides, semi-arides).

Les especes du genre Medicago sont riches en métabolites secondaires tels que les
saponines et les isoflavonoides de triterpénes. Les saponines peuvent étre utilisées en lutte
biologique contre les insectes herbivores (effets combinés dissuasifs et toxiques), contre les
nématodes phytoparasites (activité nématicide) et contre les champignons phytopathogenes
(notamment Phytophthora capsici). Les extraits de saponine de M. sativa, de M. murex, de M.
arabica, de M. arborea et de M. hybrida ont révélé une activité élevée contre les bactéries a
Gram positif tels que Bacillus cereus, B. subtilis, Staphylococcus aureus et Enterococcus
faecalis (Gholami et al. 2014).

Les flavonoides sont des composants importants de I'alimentation humaine et
possédent de nombreuses propriétés pharmaceutiques. En médecine traditionnelle, de
nombreuses infusions, baumes et épices contenant des flavonoides comme principes actifs,
sont utilisés depuis des siecles. M. sativa a longtemps été utilise comme medicament
traditionnel dans de nombreux pays, tels que la Chine, I’Inde et I’Amérique (Gholami et al
2014).
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Enfin, sur le plan fondamental, avec leur grande diversité, les especes du genre
constituent un matériel de choix pour 1’étude des phénomeénes de micro évolution et de la
coévolution avec le symbiote Rhizobium meliloti et les insectes pollinisateurs (Small 2011).
M. truncatula, pour son petit génome diploide (500-550 Mbp), pour son temps de génération
relativement court, pour son autofécondation, sa facilité relative de transformation et de
régénération, est utilisée comme plante modéle dans les études de la génomique, des relations
symbiotiques et dans I'é¢tude du mécanisme moléculaire de production de métabolites

secondaires (Gholami et al. 2014).
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1. Matériel vegétal

Notre étude porte sur trente-quatre échantillons de populations naturelles appartenant a
dix-sept especes du genre Medicago L. Les especes retenues sont M. truncatula Gaertn., M.
littoralis Rohde ex Lois., M. intertexta (L.) Miller, M. ciliaris (L.) Krocker, M. arabica (L.)
Huds, M. laciniata (L.) Miller, M. minima (L.) et M. polymorpha L., M. doliata Carmign., M.
tornata (L.) Miller, M. lesinsii E. Small, M. murex Willd., M. rugosa Desr., M. scutellata (L.)
Miller, M. orbicularis (L.) Bart., M. secundiflora Durieu, M. lupulina L.. Ces espéeces
appartiennent aux sections Spirocarpos Ser. et Orbiculares Urb.. L'identification de ces taxons
est réalisée a I’aide de la flore spécialisée dans le genre Medicago de Lesins et Lesins (1979).
Les échantillons sont prélevés dans différentes stations dans la vallée de la Soummam dans le
Nord-Est algérien (Fig. 6). Les caractéristiques géographiques de chaque site d'échantillonnage
sont données dans le tableau I1. Le matériel biologique prélevé consiste en des boutons floraux
a différents stade de maturité. Des échantillons d’herbier constitués de plantes entieres sont
également récoltés et sont déposés au niveau de I’herbier du département de botanique de

I’Ecole Nationale Supéricure de I’ Agriculture d’Alger (ENSA).
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Mediterranée

BEJAIA

TIZI OUZOU

10 Km

BORDJ BOU ARRERIDJ

M.orbicularis W M. arabica (@ M. littoralis ™ M. rugosa O M. laciniata

=+ M. truncatula ¥ M. tornata @® M.intertexta & M. doliata O M.ciliaris

A M. minima M.scutellata A M.polymorpha Y% M .murex ¥ M. lesinsii

> M lupulina D M. secundiflora

Fig. 6. Répartition des populations du genre Medicago L. échantillonnées dans la région

de Béjaia (Nord-Est algérien).
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Tableau Il : Caractéristiques écogéographiques des sites d'échantillonnage des populations

analysées du genre Medicago L.

Section Espéce Station Coordonnées géographiques | Altitude (m)
Spirocarpos M. ciliaris El Ghaba (Smaoune) 36°36°53,79”N, 4°50°30,86”E | 305
Subsec. Intertextae | M. intertexta Ideraken (Timzrit) 36°37°48,78”N, 4°46°29,97"E | 75
Thamayelt 36°32°21,72”N, 4°33°41,09”E 686
M. arabica
Taddart Tamokrante (Amizour) 36°37'6.30"N, 4°59'57.80"E 511
Allaghan (Soummam) 36°23°42,76”N, 4°27°43,13”E | 206
Spirocarpos M. laciniata .
Subsec. Leptospirae Ihaddaden (Béjaia) 36°44'16.05"N, 5°02'48.05"E 28
Aftis (Boujellil) 36°23'7.85"N, 4°27'23.45"E 217
M. minima
Ath Saada (Ighil Ali) 36°22'12.80"N, 4°26'53.37"E 275
M. polymorpha | Allaghan (Soummam) 36°23°42,76”N, 4°27°43,13”E | 206
M. doliata Thamayelt (Ighzer Amokrane) 36°32°21,72”N, 4°33°41,09”E | 686
Vahloul (Ighzer Amokrane) 36°32°03,65”N, 4°35°46,23”E 238
Gouraya 36°46°13,59”N, 5°05°03,85”E 570
Adekar 36°°41°49,43”N, 4°39°27,94” 1106
M. truncatula Pic des Singes (Parc de Gouraya) 3—6°46’O9,48”N, 5°05°45,58”E | 390
Cap carbon (Parc de Gouraya) 36°46°30,35”N, 5°06°08,40”E | 80
Kherrata 36°27°35,17"N, 5°17°44,85"E 580
Campus universitaire Targua Ouzemour 36°45°06,16”N, 5°02°08,67°E | 32
M. littoralis Allaghan (Soummam) 36°23°42,76"N, 4°27°43,13"E | 206
Spirocarpos M. tornata Tichy 36°41°47,39"N, 5°05°5591"E | 2
Subsec. Pachyspirae Vehloul (Ighzer Amokrane) 36°32°03,65”N, 4°35°46,23”E | 238
Campus universitaire Aboudaou 36°42°10,68”N, 5°03°1945”E | 2
M. lesinsii M¢ Said Ouidir (Ighzer Amokrane) 36°32°06,38”°N, 540
Azekri (Ighzer Amokrane) 36°31°54,27"N, 4°35°16,00” E | 377
Taddart Tamokrante (Amizour) 36°37'6.30"N, 4°59'57.80"E 511
Adekar 36°°41°49,43”N, 4°39°27,94” 1106
Boukhiama 36°44°34,35"N, 4°58°58,45”E | 350
M. murex Campus universitaire de Targua 36°45°06,16™N, 5°02°08,67°E | 32
Campus universitaire Aboudaou 36°42°10,68”N, 5°03°19,45”E 2
Thamayelt (Ighzer Amokrane) 36°32°21,72”N, 4°33°41,09”E | 686
Spirocarpos M. rugosa Ighil Ali 36°21°40,06”N 4°27°28,03”E | 380
Subsec. rotatae M. scutelata Afergane (Ighzer amokrane) 36°31°47,53”"N 4°35°43,98”E | 213
Spirocarpos M. lupulina Targua ouzemour 36°45°06,16"N 5°02°08,67°E | 32
Subsec Lupularia M. secundiflora | Allaghan 36°23°42,76"N 4°27°43,13”E | 206
Orbiculares M. orbicularis Aftis (Boujellil) 36°23'7.85"N 4°27'23.45"E 217
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2. Méthodes d’analyse

Une analyse du déroulement de la méiose male depuis la prophase I jusqu’a la formation
des tétrades et une analyse de la viabilité pollinique et de la taille (surface) des grains de pollen

sont réalisees.
2.1. Analyse de la méiose

L’analyse de la méiose est effectuée sur des cellules meres des grains de pollen (PMCs)
de trés jeunes boutons floraux (fleurs avant I’anthése). L’étude porte sur cinquante individus
par population. Nous avons adopté dans cette étude un échantillonnage aléatoire. Environ,
1000 PMCs par population sont examinées. Tous les stades sont recherchés afin de suivre le
déroulement de la méiose, d'établir le nombre chromosomique de chaque espece et d'évaluer
les fréquences des éventuelles irrégularités méiotiques. La coloration du matériel génétique
(chromatine, chromatides, chromosomes) est inspirée de la méthode de Dyer (1963) qui utilise

I’orcéine lactopropionique a 1%. Elle nécessite deux étapes :
- Hydrolyse

Les jeunes boutons floraux fixes in situ dans le Carnoy sont hydrolysés dans du HCI 1N

a 60 ° C dans un bain-marie pendant trois minutes.
- Coloration et écrasement

Les anthéres immatures sont colorées pendant trois minutes dans une goutte d’orcéine
lactopropionique & 1%. Apres dissection de la paroi de I’anthére et libération des CMPs sur une
lame porte objet sous la loupe binoculaire, la préparation est ensuite recouverte d’une lamelle.
Une petite pression avec le pouce exercée sur la lamelle permet I’obtention d’un bon étalement
des cellules. L’observation des divisions cellulaires se fait au microscope optique et les
meilleures préparations sont photographiées a 1’aide d’un appareil photo numérique connecté a
un microscope OPTIKA B-350.
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2.2. Analyse du pollen

La viabilité pollinique et la taille des grains de pollen sont étudiées afin de montrer la

variabilité inter et intraspécifique du genre Medicago L.

2.2.1. Viabilité pollinique

La viabilité pollinique est étudiée sur les grains de pollen mdrs des fleurs matures avant
I’anthése. Ils sont colorés par le bleu de coton dans du lactophénol (1% d'aniline bleue dans du
lactophénol) selon le protocole de Mertens et Hammersmith (1998). Sur une lame porte objet,
les fleurs sont disséquées pour libérer les grains de pollen de I'anthére. Une goutte de bleu de
coton est ajoutée avant d'appliquer la lamelle. La coloration dure de 20 a 30 minutes.
L’observation des grains de pollen se fait au microscope optique. Les grains de pollen viables
sont colorés uniformément en bleu foncé. Les grains défectueux, légérement colorés,
apparaissent vacuolisés, plasmolysés et présentent des tailles et des formes atypiques. Quinze
fleurs sont préparées pour chague population et environ, 1000 grains de pollen par fleur sont

analysés. Un taux de viabilité pollinique est estimé pour chaque fleur selon la formule suivante :

N
L — —
PV(%) TEYT 100
Avec :
PV: taux de viabilité pollinique (en %).
N: nombres de grains de pollen normaux (viables).

AN: nombres de grain de pollen anormaux (non viables)

2.2.2. Taille du pollen

La taille (surface) des grains de pollen est mesurée sur des photographies des grains de
pollen viables, colorés au bleu de coton, en utilisant le logiciel d’analyse et de traitement
d'images ImageJ 1,48v in Java (Rasband, 2016). La surface des grains de pollen est mesurée

pour 100 grains de pollen viables pour chaque population.
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3. Analyses statistiques
- Tests d'association pour variables nominales ou tests sur tableaux de contingences

Des tests d'association pour variables nominales ou tests sur tableaux de contingences
(%, G2, exact de Fisher) sont calculés pour évaluer la variabilité inter et intraspecifique des

fréquences des anomalies méiotiques selon les formules suivantes (Scherrer 2007) :
1- Ley* (chi2, ¥ de tendance)

Le Test y*> de tendance est un test statistique utilisé pour tester la liaison entre un
pourcentage, variable binaire Y, et une variable X qualitative ordinale ou quantitative discrete.
Il est utilisé pour des effectifs attendus supérieurs ou égaux a 5. Ce test permet de conclure non
seulement a une différence entre les pourcentages observés mais aussi a une relation entre

l'augmentation ou la diminution du pourcentage en fonction de la variable X.

2
3 C
X2 = . [Zj=1xj(01j_elj)] ddl 1
obs — n . - > avec ddl =c —
T17"2[N2j=1("jxj) i=o(njx;) ]

Avec :

Xj : modalité ou classe de la variable X. Si variable ordinale, numéro d'ordre a chaque
modalité

01j et 02;j : effectifs observés par modalité ou classe de la variable dans I'échantillon

ri et r2 : total de chacune des 2 lignes

cj : total de chaque colonne

N : effectif total général

eij . effectif attendu par modalité ou classe de la variable calculé selon la formule

suivante :

ej = (1 * ¢)/N

¢ : nombre de colonnes (modalités ou classes de la variable)
ddl : degre de liberté

Hypotheses testées
HO : pourcentages identiques
H1 bilatérale : pourcentages varient en fonction de la variable X

Régles de décision et conclusion du test
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H1 bilatérale valeur théorique critique %*(ddl) a = 5%
y2obs< y?(ddl) 0. = 5% : Non Rejet de HO d'oli pourcentages identiques
y?obs > y?(ddl) a = 5% : Rejet de HO d'oii les pourcentages augmentent ou diminuent

significativement en fonction de la variable X mais sans pouvoir affirmer une relation de causalité

2- Le G2 (Le rapport de vraisemblance G2)

m

O::
2 = Y e
G*= 2 ZO” ln(Tij>

n
=1 j=1

Avec :

Oij et Tjj sont les effectifs observés et théoriques de chaque cellule d’un tableau de
contingence.

Le rapport de vraisemblance G2 est comparé a la valeur de la table de ¥ avec un ddl = (r
—1)(c—1) ou r = nombre de ligne et ¢ = nombre de colonne

Les régles de décision et conclusion du test se font de la méme maniére comme pour un >

3- Le test exact de Fisher

Le Test exact de Fisher est un test statistique utilisé pour comparer deux proportions.
Ce test est utilisé en général avec des faibles effectifs mais il est valide pour toutes les tailles
d'échantillon. C'est un test qualifié d'exact car les probabilités peuvent étre calculées exactement
plutdt qu'en s'appuyant sur une approximation qui ne devient correcte qu‘asymptotiqguement

comme pour le test du chi2 (y?).

Le calcul de la probabilité p exact de Fisher est donné par la formule suivante :

AN AR AN
P = bl cldl NI

Avec :
L1 et Lo : les sommes des effectifs de chacune des 2 lignes
C1 et C, : les sommes des effectifs de chacune des 2 colonnes

a, b, ¢, d : les effectifs directement tirés de chacune des 4 cases du tableau de contingence
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N : la somme des effectifs totaux

- Coefficient de corrélation de Pearson (r)

Pour résumer les éventuelles liaisons qui existent entre le taux d’anomalies méiotiques et

la viabilité pollinique, un coefficient de corrélation de Pearson (r) est calculé selon la formule :
n n
i—1%Xi Zii—1Yi

1 XYV — n
(2?—1 )’i)zl
n

no.2 (271'1—1 xi)zl[ n
n i—

2 __
i-1%i i—1 Vi

Avec:
r : coefficient de corrélation de Pearson estimé pour I'échantillon
xi et yi : valeurs x et y d'un couple de données

n : nombre de couples dans I'échantillon

- Coefficient de variation (RSD)
L'écart type relatif ou coefficient de variation (relative standard deviation, RSD) pour les

paramétres ‘viabilité pollinique’ et ‘surface du grain de pollen’ est estimé pour chaque

population. Le coefficient de variation selon la formule :

o
RSD = —

Avec :
o : Ecart type

I : moyenne
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Analyse de la variance (ANOVA) et test de comparaisons multiples

Une analyse de la variance (ANOVA) est réalisé pour estimer la variabilité intra et
interspécifique des taux moyens de viabilité pollinique et des valeurs moyennes de la surface
du grain de pollen dans les échantillons. Avant de lancer I’ANOVA, les données brutes sont

divisées par I’erreur standard (SD) afin d'homogénéiser leurs variances.

Dans le cas ou ’ANOVA révele des différences significatives un test complémentaire
LSD de Fischer (LSD : Least Significant Difference) est utilisé pour comparer les moyennes

deux a deux. Ce test est plus libéral et permet de trouver plus de différences significatives.

- Tests T et Z pour deux échantillons :

Les tests t et z sont utilisés pour comparer les moyennes deux échantillons,
indépendants. Avant de lancer les tests, les données brutes sont divisées par 1’erreur standard

(SD) afin d'homogénéiser leurs variances (données centrées reduites).

1.LeTestZ:

Le test z est réalisé pour estimer la variabilité intraspécifique des valeurs moyennes de

la surface du grain de pollen dans deux échantillons.
- Conditions d’application :

- Effectif de chaque échantillon > 30 ;

- Les distributions de la variable dans les populations d’ou sont tirés les échantillons
doivent étre normales ;

- Les variances des deux populations d’ou sont tirés les échantillons doivent étre

égales.

- Hypotheses testées :
- Ho: les deux moyennes sont identiques (ui=p2, A =mi —mz = 0)
- Hi bilatérale : les deux moyennes sont différentes (pu# p2)

paet e : moyennes inconnues des deux populations d’ou sont tirés les échantillons
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- Calcul :
A | m;-m, |
7= _ 1My
SA 3 3
517 92°
nq n;

Avec:
- mqg et mz : moyennes observées des 2 échantillons,
- S32 et Sp2: variances des 2 échantillons,

- n1etn;: effectifs des 2 échantillons.
- Interprétation :

Zops < 1,96 — Ho non rejetée — w1 n’est pas significativement différent de po

Zops > 1,96— Ho est rejetée — 1 differe significativement de 2
2.LeTestT:

Le test t est réalisé pour estimer la variabilité intraspécifique des taux moyens de

viabilité pollinique dans deux échantillons ;
- Conditions d’application :

- Effectif de chaque échantillon < 30 ;

- Les distributions de la variable dans les populations d’ou sont tirés les échantillons
doivent étre normales ;

- Les variances des deux populations d’ou sont tirés les échantillons doivent étre

égales.

- Hypothéses testées :
- Ho: les deux moyennes sont identiques (pi=p2, A =my — mz = 0)
- Hai bilatérale : les deux moyennes sont différentes (17 p2)

pzet pe : moyennes inconnues des deux populations d’ou sont tirés les échantillons
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- Calcul :
. A _ | m{—m, |
SA o o
—_ _I_ —_
L ()
ou: S?= (ng —1)S1% —(np —1)S,>

(nq +n-2)

- my et mz : moyennes observées des 2 echantillons,
- S1? et Sp2: variances des 2 échantillons,

- n1etn;: effectifs des 2 échantillons.

- Interprétation :

tobs < t(ddl) o= 5% — Ho non rejetée — pl n’est pas significativement différent de p2
tobs > t(ddl) a = 5% — Ho est rejetée — pl differe significativement de p2

ddl : degré de liberté, ddl = (n1+n2-2)

Les tests d'association pour variables nominales ou tests sur tableaux de contingences
sont réalisés a l'aide du logiciel R version 3.6.2 (2019-12-12) en utilisant les packages :

DescTools, multcompView et rcompanion (Mangiafico 2016).

Le coefficient de corrélation de Pearson (r), I’analyse de la variance (ANOVA), le test
LSD de Fisher et les tests t et z pour deux échantillons sont effectués a l'aide du logiciel
XLSTAT (2014).
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Le présent chapitre regroupe dans une premiére partie les résultats de I’analyse de la
méiose réalisée sur trente quatre populations naturelles algériennes (Nord-Est de I'Algérie) du
genre Medicago L. et dans un deuxiéme temps les résultats de 1’étude du pollen. L’étude de la
méiose consiste a déterminer le nombre de chromosomes des cellules meres de pollen en
métaphase |, a suivre le déroulement du comportement méiotique et enfin & recenser les
éventuelles anomalies méiotiques. L’analyse pollinique consiste a déterminer la taille

(surface) des grains de pollen et de déterminer leur viabilité pour chaque population.
1. Dénombrements chromosomiques

Les dénombrements chromosomiques effectués sur les cellules meres des grains de
pollen en métaphase de premiere division méiotique révélent I’existence de trois cytotypes
chez les populations étudiées. Un cytotype diploide avec un nombre de base de sept
chromosomes (2n=2x=14) est révélé chez M. murex Willd. et chez M. polymorpha L., un
autre cytotype diploide avec un nombre de base de huit chromosomes (2n=2x=16) est
retrouvé chez M. truncatula Gaertn., M. littoralis Rohde ex Lois., M. intertexta (L.) Miller, M.
ciliaris (L.) Krocker, M. arabica (L.) Huds, M. laciniata (L.) Miller, M. minima (L.), M.
doliata Carmign., M. tornata (L.) Mill., M. lesinsii E. Small, M. secundiflora Durieu, M.
lupulina L. et M. orbicularis (L.) Bart. et enfin, un cytotype a 2n=30 chromosomes (15

bivalents) est révélé chez M. rugosa Desr. et chez M. scutellata L. (Fig. 7)
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Fig. 7. Configurations représentatives des cellules méres de pollen en métaphase | des

échantillons analysés de Medicago L. dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). a: M.
truncatula (8 bivalents, 2n = 2x = 16); b: M. littoralis (8 bivalents, 2n = 2x = 16); c: M. tornata (8 bivalents, 2n
= 2x = 16); d: M. doliata (8 bivalents, 2n = 2x = 16); e: M. lesinsii (8 bivalents, 2n = 2x = 16); f: M. murex (7
bivalents, 2n = 2x = 14); g: M. arabica (8 bivalents, 2n = 2x = 16); h: M. laciniata (8 bivalents, 2n = 2x = 16); i:
M. minima (8 bivalents, 2n = 2x = 16); j: M. polymorpha (7 bivalents, 2n = 2x = 14); k: M. intertexta (8
bivalents, 2n = 2x = 16); I: M. ciliaris (8 bivalents, 2n = 2x = 16); m: M. scutellata (15 bivalents, 2n=30); n: M.
rugosa (15 bivalents, 2n=30); o: M. lupulina (8 bivalents, 2n = 2x = 16); p: M. secundiflora (8 bivalents, 2n = 2x
= 16); g: M. orbicularis (8 bivalents, 2n = 2x = 16). Barres d'échelle = 10 pum.
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2. Comportement meiotique et anomalies méiotiques

Les espéces analysées montrent, en géneéral, une méiose réguliere avec un appariement
exclusivement en bivalents. Aucune forme de multivalent ni d’univalent n’est observée (Fig.
7).

Malgré cette régularité dans 1’appariement chromosomique, de nombreuses anomalies
méiotiques sont détectées. Ces anomalies méiotiques se rapportent a la cytomixie, aux ponts
chromatiques, aux divisions asynchrones, aux micronoyaux et aux cellules multipolaires (Fig.
8).

Le taux de chaque anomalie observée chez les espéces et chez les différentes
populations naturelles de Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est
algérien) est reporté dans les tableaux I11 et 1V respectivement. Des tests d'association ()2, G2,

exact de Fisher) sont calculés pour évaluer la variation inter et intraspécifique.
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Fig. 8. Configurations représentatives des cellules méres de pollen montrant des
irrégularités méiotiques chez les espéces du genre Medicago L. échantillonnées dans la région
de Béjaia (Nord-Est algérien). a: Cytomixie entre deux microméiocytes a la prophase I; b-d: cytomixie
entre plusieurs microméiocytes a différents stades; e: cytomixie entre deux microspores; f: pont chromatique
(fleche); g: division asynchrone; h-i: micronoyaux (fleches); j-1: cellules multipolaires. Barres d'échelle = 10

pm.
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Tableau 111 : Taux d’anomalies méiotiques observées chez les

échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien)

espéces de Medicago L.

L Taux
. Ponts Divisions - Cellules s .
Cytomixie - Micronoyaux : : d’anomalies
chromatiques asynchrones multipolaires )
A PMCs cumulées
Espéce Total
ota Taux Taux Taux Taux Taux Taux
PMCs PMCs PMCs PMCs PMCs PMCs
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
M. ciliaris 1035 153 | 14,78 15| 145 0| 0,00 0| 0,00 0 0,00 168 | 16,23
M. intertexta 1137 171| 15,04 12| 1,06 15| 1,32 9| 0,79 9 0,79 216 | 19,00
M. arabica 2063 497 | 24,09 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 0 0,00 497 | 24,09
M. laciniata 1965 495| 25,19 0| 0,00 4| 020 0| 0,00 0 0,00 499 | 25,39
M. minima 2284 519 | 22,72 9| 039 12| 0,53 6| 0,26 0 0,00 546 | 23091
M. polymorpha 1323 297 | 22,45 9| 0,68 15| 113 0| 0,00 0 0,00 321| 2426
M. doliata 790 127 | 16,08 16| 2,03 0| 0,00 6| 0,76 0 0,00 149 | 18,86
M. truncatula 7122 | 1237 17,37 24| 034 2| 0,03 41| 0,58 30 0,42 1334 | 18,73
M. littoralis 921 135| 14,66 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 0 0,00 135| 14,66
M. tornata 946 174 | 18,39 16| 1,69 0| 0,00 10| 1,06 0 0,00 200 21,14
M. lesinsii 4837 848 | 17,53 6| 0112 6| 012 16| 0,33 0 0,00 876 | 18,11
M. murex 5287 963 | 18,21 10| 0,19 4| 0,08 10| 0,19 7 0,13 994 | 18,80
M. rugosa 995 169 | 16,98 6| 0,60 3| 0,30 6| 0,60 11 111 195| 19,60
M. scutellata 1084 216 | 19,93 7| 065 5| 0,46 7| 0,65 9 0,83 244 | 2251
M. lupulina 1335 203 | 1521 0| 0,00 0| 0,00 7| 0,52 0 0,00 210| 15,73
M. secundiflora 863 140 | 16,22 0| 0,00 0| 0,00 4| 0,46 0 0,00 144 | 16,69
M. orbicularis 706 117 | 16,57 0| 0,00 0| 0,00 5| 0,71 0 0,00 122 | 17,28
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Tableau IV : Taux d’anomalies méiotiques observées chez les populations naturelles de

Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien)

.. Ponts Divisions . Cellules Taux d’anomalies
Cytomixie - Micronoyaux : : .
g PMCs chromatiques | asynchrones multipolaires cumulées
‘S | Population Total
] ot Taux Taux Taux Taux Taux Taux
PMCs PMCs PMCs PMCs PMCs PMCs
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Vahloul 1170 214 | 18,29 141 1,20 0| 0,00 22| 1,88 30| 2,56 280 23,93
Gouraya 810 137 | 16,91 2| 0,25 0| 0,00 41 0,49 0| 0,00 143 17,65
% Adekar 986 174 | 17,65 0| 0,00 0| 0,00 3| 030 0| 0,00 177 17,95
S
§ Pic des singes 1215 207 | 17,04 0| 0,00 2| 016 0| 0,00 0| 0,00 209 17,20
s | Cap carbon 942 155 | 16,45 3] 0,32 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 158 16,77
Kherrata 969 168 | 17,34 5| 0,52 0| 0,00 7| 0,72 0| 0,00 180 18,58
Targua ouzemour 1030 182 | 17,67 0| 0,00 0| 0,00 5| 0,449 0| 0,00 187 18,16
Vahloul 675 130 | 19,26 1| 015 0| 0,00 41 0,59 0| 0,00 135 20,00
.= | Aboudaou 1141 214 | 18,76 3| 0,26 0| 0,00 7| 061 0| 0,00 224 19,63
w
c
8 | M? said Ouidir 845 157 | 18,58 0| 0,00 0| 0,00 5| 059 0| 0,00 162 19,17
= | Azekri 1210 177 | 14,63 0| 0,00 6| 050 0| 0,00 0| 0,00 183 15,12
Amizour 966 170 | 17,60 2| 0,21 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 172 17,81
Adekar 1093 218 | 19,95 1| 0,09 0| 0,00 2| 018 0| 0,00 221 20,22
+« | Boukhiama 859 135 | 15,72 6| 0,70 3| 035 5| 058 7| 081 156 18,16
[
2 | Aboudaou 1078 201 | 18,65 2| 0,19 1{ 0,09 0| 0,00 0| 0,00 204 18,92
= Targua ouzamour 1097 200 | 18,23 0| 0,00 0| 0,00 3| 0,27 0| 0,00 203 18,51
Thamayelt 1160 209 | 18,02 1| 0,09 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 210 18,10
8 | Thamayelt 939 226 | 24,07 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 226 24,07
T
;i Taddart
= Tamokrante 1124 271 | 24,11 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 271 24,11
g Allaghene 1270 328 | 25,83 0| 0,00 4| 031 0| 0,00 0| 0,00 332 26,14
s
s
s | Ihaddaden 695 167 | 24,03 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 167 24,03
g Aftis 1437 318 | 22,13 9| 0,63 12| 0,84 6| 042 0| 0,00 345 24,01
'c
€
S | Ath saada 847 201 | 23,73 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 0| 0,00 201 23,73
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2.1. Cytomixie

La cytomixie (Fig. 8-a-b-c-d-e) est I’anomalie méiotique la plus fréquente. Sa
présence dans les échantillons analysés est enregistréee du début de la prophase | au stade
microspore (Fig. 8-a-e). Le transfert de chromatine est effectué soit par un, soit par plusieurs

canaux cytomictiques. Elle se produit également par contact direct entre deux ou plusieurs
cellules (Fig. 8-a-b).

Elle est détectée au niveau de toutes les espéces analysées a des taux tres variables et
relativement élevés (Tab. I11). Les échantillons montrent des taux de cytomixie variant de
14,66% chez M. littoralis a 25,19% chez M. laciniata. M. arabica, M. polymorpha, M.
laciniata et M. minima (sous-sect. Leptospirae) présentent des taux de cytomixie supérieurs a
22,45%. Avec une valeur de y2 calculée de 197.7 (Tab. V) et au seuil de probabilité P=0.05,
ces taux sont significativement plus élevés que ceux des espéces restantes dont les taux de
cytomixie n’excédent pas 20% (Fig. 9, Tab. V).

N
[8)]

N
o

=
o

Taux de cytomixie CM (%0)
o &

o

CIL INT ARA LAC MIN POL DOL TRU LIT TOR LES MUR RUG SCU LUP SEC ORB
Espéces

Fig. 9. Variation des taux de cytomixie (CM) entre les especes du genre Medicago L.
échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). CIL : M. ciliaris, INT : M. intertexta,
ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M. minima, POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M.
truncatula, LIT : M. littoralis, TOR : M. tornata, LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG : M. rugosa, SCU :
M. scutellata, LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les colonnes avec des lettres en
minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test x> & P = 0,05.
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En revanche, aucune variation intraspécifique (Tab. IV, Fig. 10) n’est notée selon les

valeurs calculées du y2 (Tab. V) qui n’excédent pas 10.276 au seuil de 0.05.
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Fig. 10. Taux de cytomixie (CM) calculés pour les différentes populations du genre
Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia. Vah : Vahloul, Gou : Gouraya, Ade : Adekar,
Pic : Pic des Singes, Cap : Cap Carbon, Khe : Kherrata, Abo : Aboudaou, Mds : Md Said Ouidir, Aze : Azekri,
Ami : Amizour, Bou : Boukhiama, Tar : Targa Ouzemmour, Tha : Thamayelt, Tad : Taddart Tamokrante ; All :

Allaghan, Iha: Ihadadden ; Aft : Aftis, Ath : Ath Saada. Pas de variation intraspécifique selon le Test Exact de
Fisher a P = 0,05.
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Tableau V: Tests dassociation pour les taux de cytomixie calculés pour les différentes

populations analysées de Medicago L. ND: Valeur non déterminée parce que le jeu de données est

trop élevé pour étre pris en charge par le logiciel

2

X
calculé théorique ddl p-value

calculé

G2 de Wilks
théorique ddl

p-value

Test Exact de Fisher

p-value

Test d'association par paires
p-adjusté de Fisher = 0.05

17 especes de Medicago analysées

197.7 26,296 16 <2.2e-16

191,659

26,296 16

<0,0001

ND

CIL a
INT a
ARA b
LAC b
MIN  bc
POL bc
DOL ad
TRU ad
LIT a
TOR ad
LES ad
MUR d
RUG ad
SCU «cd
LUP a
SEC ad
ORB ad

M. truncatula

1,571 12,592 6 0,955

12,592 6

0,955

ND

pas de différence significative.

M. lesinsii

10.276 9,488 4 0.03602

10,547

9,488 4

0,0321

ND

pas de différence significative.

M. murex

5.9623 9,488 4 0.202

6,048

9,488 4

0,196

ND

pas de différence significative.

M. arabica

8.3202¢-30 3,841 1 1

calculé avec la correction de continuité de Yates

0,0005

3,841 1

0,982

pas de différence significative.

M. laciniata

0.6781 3,841 1 0.4102

calculé avec la correction de continuité de Yates

0,774

3,841 1

0,379

0.3852

pas de différence significative.

M. minima

0.68971 3,841 1 0.4063

calculé avec la correction de continuité de Yates

0,775

3,841 1

0,379

pas de différence significative.
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2.2. Ponts chromatiques

Dans certaines cellules en anaphase | de la division méiotique, des ponts chromatiques
(Fig. 8-f) reliant des chromosomes aprés leur séparation sont observés. Cette anomalie est
enregistrée chez onze des dix sept espéces analysées : M. lesinsii, M. rugosa, M. minima, M.
scutellata, M. polymorpha, M. murex, M. intertexta, M truncatula, M. ciliaris, M. tornata et
M. doliata. Leurs taux varient de 0,12 % chez M. lesinsii a 2,03% chez M. doliata (Tab. III,
Fig. 11). Cette variation interspécifique s’est révélée significative selon les valeurs calculées
du 2 et G2 de Wilks avec P < 0,0001 et le test d’association par paires (Tab. VI). G2 de Wilks
est calculé dans le cas ou le nombre de cellules par population présentant 1’anomalie est

inferieur a 5 ; dans ce cas la valeur approximative du y? peut-étre incorrecte.

n
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b uCB

=
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Taux de ponts
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o
4]

o

CIL INT ARA LAC MIN POL DOL TRU LIT TOR LES MURRUG SCU LUP SEC ORB
Especes

Fig. 11. Variation du taux des ponts chromatiques (Chromatic Bridges CB) entre les

espéces du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien).
CIL : M. ciliaris, INT : M. intertexta, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M. minima, POL : M.
polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis, TOR : M. tornata, LES : M. lesinsii,
MUR : M. murex, RUG : M. rugosa, SCU : M. scutellata, LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M.
orbicularis. Les colonnes avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes comme le

montre le Test Exact de Fisher a P = 0,05.

Nous avons noté que certaines populations ne présentaient pas cette anomalie. En
effet, les ponts chromatiques sont observés dans quatre des sept populations analysées de M.
truncatula (Vahloul, Gouraya, Cap Carbon, Kharrata) avec des taux respectifs de 1,2%,
0,25%, 0,32% et de 0,52%, et dans quatre des cing populations de M. murex (Adekar,
Boukhiama, Aboudaou, Thamayelt) avec des taux respectifs de 0,09%, 0,70%, 0,19% et
0,09%. Chez M. lesinsii, les ponts chromatiques sont observés chez trois des cing populations
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étudiées (Vahloul, Aboudaou, Amizour) avec des taux respectifs de 0,15%, 0,26% et de
0,21%. Chez M. minima, cette irrégularit¢ méiotique est détectée uniquement dans la
population d’Aftis a un taux de 0,63%. En revanche, elle est complétement absente dans les
meéiocytes de M. arabica et M. laciniata. Chez M. lesinsii et M. murex, on n’observe pas de
différence significative entre les populations analysées alors que chez M. truncatula et M.
minima, cette différence est significative au seuil de probabilité de 0,05 (Fig. 12, Tab. VI).
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Fig. 12. Variation intraspécifique du taux des ponts chromatiques (Chromatic Bridges
CB) chez les especes du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia. Vah:
Vahloul, Gou : Gouraya, Ade : Adekar, Pic : Pic des Singes, Cap : Cap Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa
Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds : Md Said Ouidir, Aze : Azekri, Ami : Amizour ; Bou : Boukhiama, Tha :
Thamayelt, Tad : Taddart Tamokrante ; All : Allaghan, lha: Ihadadden; Aft : Aftis, Ath : Ath Sadda. Les
colonnes avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test
Exact de Fisher a P = 0,05.
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Tableau VI : Tests d'association pour les taux de ponts chromatiques calculés pour les

différentes populations analysées de Medicago L. ND: probabilit¢ non déterminée parce que le jeu de
données est trop élevé pour étre pris en charge par le logiciel ; NaN : Valeur non déterminée parce que I’effectif marginal est
nul ; NA : probabilité non déterminée parce que I’effectif marginal est nul.

I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte

a G2 de Wilks Test Exact de Fisher | Test d'association par paires
calculé  théorique  ddl p-value calculé  théorique ddl p-value p-value p-adjusté de Fisher = 0.05
CIL ab
INT abc
ARA d
LAC d
g MIN  cefg
§ POL ace
g DOL b
g | 19739 26,296 16 <2216 TRU efg
E 161,329 26,296 16 < 0,0001 ND LIT dfg
e TOR ab
g LES df
z MUR dfg
S RUG aceg
SCU ace
LUP df
Avertissement: SEC dfg
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte ORB defg
Vah a
© Gou ab
% 37.796 12,592 12,592 1.231e-06 Ade b
§ 38,286 12,592 12,592 <0,0001 ND Pic b
; Cap ab
Avertissement: Khe ab
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte Tar b
:§ 4.8975 9,488 4 0.298
8 4,897 9,488 4 0,298 0.2334 pas de différence significative.
= | Avertissement:
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
s 15.087 9,488 4 0.004524
E 12,604 9,488 4 0,013 0.007822 pas de différence significative.
= | Avertissement:
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
8 NaN 3,841 1 NA
§ i 0 3,841 1 1 1 pas de différence significative.
> | Avertissement:
= I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
£ | nNeN 3,841 1 NA
'§ . 0 3,841 1 1 1 pas de différence significative.
< | Avertissement:
= I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
« 3.8496 3,841 1 0.04976
I Aft  a
:g calculé avec la correction de continuité de Yates | 8,362 3,841 1 0,004 0.03103
S | Avertissement:
Ath b
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2.3. Divisions asynchrones

Cette anomalie est observée durant le stade anaphase Il de la méiose. Elle se manifeste
par un décalage dans 1’état d’avancement de la division méiotique de la diade : une des

cellules est en anaphase II alors que 1’autre reste bloquée en métaphase Il (Fig. 8-g)

Des divisions asynchrones sont observées chez M. intertexta, M. laciniata, M. minima,
M. polymorpha, M. truncatula, M. lesinsii, M. murex, M. rugosa et chez M. scutellata. Les
taux enregistrés pour cette irrégularité dans les échantillons analysés varient de 0,03% chez
M. truncatula a 1,32% chez M. intertexta (Tab. 111, Fig. 13). Selon le Test exact de Fisher,
cette différence dans les taux est significative au seuil de probabilité P=0,05 (Tab. VII).
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Fig. 13. Variation du taux des divisions asynchronnes (AD) chez les especes du genre

Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). CIL : M. ciliaris, INT :

M. intertexta, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M. minima, POL : M. polymorpha, DOL : M.
doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis, TOR : M. tornata, LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG :
M. rugosa, SCU : M. scutellata, LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les colonnes
avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test Exact de
Fisher a P = 0,05.

Pour la variation entre les populations, nous avons détecté des divisions asynchrones
dans deux des cing populations analysées de M. murex (Boukhiama, Aboudaou) avec des taux
respectifs de 0,35% et 0,09%, dans une seule population chez les espéces M. truncatula (Pic
des Singes), M. lesinsii (Azekri), M. laciniata (Allaghan) et M. minima (Aftis) avec des taux
respectifs de 0,16%, 0,5%, 0,31% et 0,84% (Tab. 1V, Fig. 14).
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Fig. 14. Variation intraspécifique du taux des divisions asynchronnes (AD) chez les

especes annuelles du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia. Vvah:
Vahloul, Gou : Gouraya, Ade : Adekar, Pic: Pic des Singes, Cap : Cap Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa
Ouzemmour, Mds : Md Said Ouidir, Aze : Azekri, Ami : Amizour, Bou : Boukhiama, Abo : Aboudaou, Tha —
Thamayelt, Tad : Taddart Tamokrante, All : Allaghan, Iha: Ihadadden, Aft: Aftis, Ath: Ath Sadda. Les
colonnes avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test
Exact de Fisher a P = 0,05.
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Tableau VII : Tests d'association pour les taux de divisions asynchrones calculés pour les

differentes populations analysées de Medicago L. ND : probabilité non déterminée parce que le jeu
de données est trop élevé pour étre pris en charge par le logiciel, NaN : Valeur non déterminée parce que 1’effectif
marginal est nul, NA : probabilité non déterminée parce que I’effectif marginal est nul.

I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte

2 G2 de Wilks Test Exact de Fisher | Test d'association par paires
calculé  théorique ddl_ p-value calculé  théorique ddl p-value p-value p-adjusté de Fisher = 0.05
CIL abc
INT d
ARA a
LAC abc
8 MIN  bd
S POL d
& DOL ahe
g 187.87 26,296 16 <2.2e-16 TRU a
g 128,386 26,296 16 <0,0001 ND LIT abc
) TOR abc
§ LES ac
z MUR a
= RUG abcd
SCU  bed
LUP ac
Avertissement: SEC abc
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte ORB abc
-
2 9.7262 12,592 6 0.1367
§ 7,076 12,592 12,592 0,314 0.145 pas de différence significative.
2‘ .
Avertissement:
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
’E 18.007 9,488 4 0.00123
8 16,65 9,488 4 0,002 0.001978 pas de différence significative.
S | Avertissement:
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
% 11.083 9,488 4 0.02565
E 9,593 9,488 4 0,048 0.01188 pas de différence significative.
= | Avertissement:
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
8 NaN 3,841 1 NA
§ Avertissement: 0 3,841 1 1 1 pas de différence significative.
= I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
£ | og1701 3,841 1 0.3383
é Avertissement: 3,496 3,841 1 0,062 0.304 pas de différence significative.
= I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
« 5.6024 3,841 1 0.01794
£ Aft  a
:g calculé avec la correction de continuité de Yates | 11,158 3,841 1 0,001 0.005
S | Avertissement:
Ath b
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2.4. Micronoyaux

Des micronoyaux formés suite a la condensation du matériel génétique qui n’arrive
pas a rejoindre les deux poles des cellules filles sont observés a la fin de méiose | (Fig. 8h) ou

de la méiose Il (Fig. 8i).

Ces micronoyaux sont retrouvés chez douze espéces parmi les 17 analysées : M.
minima, M. secundiflora, M. lupulina, M. murex, M. rugosa, M. lesinsii, M. scutellata, M.
orbicularis, M. doliata, M. intertexta, M. tornata, M. truncatula. Les taux des micronoyaux
dans les meiocytes analysées varient de 0,19% chez M. murex a 1,06% chez M. tornata (Tab.
111, Fig. 15). Selon le Test Exact de Fisher, ces taux sont significativement différents au seuil
de probabilité P = 0,05 (Tab. VIII).
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Espéces
Fig. 15. Variation du taux des micronoyaux (MN) chez les especes du genre Medicago

L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). CIL: M. ciliaris, INT: M.
intertexta, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M. minima, POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata,
TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis, TOR : M. tornata, LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG : M.
rugosa, SCU : M. scutellata, LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les colonnes
avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test Exact de
Fisher & P = 0,05.

Pour la variation intraspécifique, cette anomalie est rapportée dans cing populations de
M. truncatula (Vahloul, Gouraya, Adekar, Kherrata, Targa Ouzemmour) ou la population
Vahloul se singularise par le taux de micronoyaux le plus élevé (Tab. 1V), dans trois
populations de M. lesinsii (Vahloul, Aboudaou, M® Said Ouidir) & des taux similaires, dans

trois populations de M. murex (Adekar, Boukhiama, Targa Ouzemmour) et dans la population
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d’Aftis de M. minima. Les populations de M. arabica et M. laciniata ne présentent pas de

micronoyau (Tab. 1V, Fig. 16).
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Fig. 16. Variation intraspécifique du taux de micronoyaux (MN) chez les espéces du

genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia. Vah : Vahloul, Gou : Gouraya, Pic : Pic
des Singes, Cap : Cap Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds: Md Said
Ouidir, Aze: Azekri, Ami: Amizour, Ade: Adekar, Bou: Boukhiama, Tha: Thamayelt, Tad: Taddart
Tamokrante, All: Allaghan, Iha: Ihadadden, Aft : Aftis, Ath: Ath Sadda. Les colonnes avec des lettres en
minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test Exact de Fisher a P = 0,05.
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Tableau VIII : Tests d'association pour les taux de micronoyaux calculés pour les différentes

populations analysées de Medicago L. ND : probabilité¢ non déterminée parce que le jeu de donnée est
trop élevé pour étre pris en charge par le logiciel, NaN : Valeur non déterminée parce que I’effectif marginal est
nul, NA : probabilité non déterminée parce que I’effectif marginal est nul

I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte

© G2 de Wilks Test Exact de Fisher | Test d'association par paires
calculé théorique ddl p-value calculé théorique ddl p-value p-value p-adjusté de Fisher = 0.05
CIL abc
INT de
ARA a
LAC a
8 MIN abcdfg
%‘ POL ab
& DOL de
§ 69.444 26,296 16 1.249e-08 TRU de
E 88,249 26,296 16 < 0,0001 ND LIT abcf
3 TOR e
é LES bcdfg
% MUR abcfg
S RUG defg
SCU de
LUP cdefg
Avertissement: SEC bcdefg
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte ORB deg
Vah a
© Gou bc
2 49.158 12,592 6 6.931e-09 Ade bc
§ 48,785 12,592 12,592 <0,0001 ND Pic b
; Cap b
Avertissement: Khe ac
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte Tar bc
Vah a
E 13.136 9,488 4 0.01063 Abo a
3 19,171 9,488 4 0,001 0.001302 Mds a
S | Avertissement: Aze b
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte Ami b
s 11.682 9,488 4 0.01988
E 13,343 9,488 4 0,01 0.01061 pas de différence significative.
= | Avertissement:
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
8
§ AvNe[:t’\ilssement: 3841 ! NA 0 3,841 1 1 1 pas de différence significative.
= I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
g
é Av':i\ilssement: 3841 ! NA 0 3,841 1 1 1 pas de différence significative.
= I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
© 2.1313 3,841 1 0.1443
£
E calculé avec la correction de continuité de Yates 5,57 3,841 1 0,018 0.09069 pas de différence significative.
s Avertissement:
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2.5. Cellules multipolaires

Les cellules multipolaires sont observées a la fin de la méiose Il. Dans ce cas, les

micromeiocytes produisent des polyades en guise de tétrades (Fig. 8-j-1).

Cette anomalie est observée uniquement chez M truncatula (0,42%), M. murex (0,13%),
M. intertexta (0,79%), M. scutellata (0,83%) et chez M. rugosa (1,11%) (Tab. 111, Fig. 17).
Ces taux sont significativement différents selon le Test Exact de Fisher, au seuil de
probabilité P = 0,05 (Tab. IX).
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Fig. 17. Variation du taux des cellules multipolaires (MC) chez les espéces du genre

Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). CIL : M. ciliaris, INT :
M. intertexta, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M. minima, POL : M. polymorpha, DOL : M.
doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis, TOR : M. tornata, LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG :
M. rugosa, SCU : M. scutellata, LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les colonnes
avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test Exact de
Fisher a P = 0,05.

Pour la variation intraspécifique, les cellules multipolaires sont une anomalie rare
observée uniquement dans une seule population de M. truncatula (Vahloul) et dans une seule
population de M. murex (Boukhiama) (Tab. 1V, Fig. 18).
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Fig. 18. Variation intraspécifique du taux des cellules multipolaires (MC) chez les

especes annuelles du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia. Vvah:
Vahloul, Gou : Gouraya, Ade : Adekar, Pic: Pic des Singes, Cap : Cap Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa
Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds : Md Said Ouidir, Aze : Azekri, Ami : Amizour, Bou : Boukhiama, Tha :
Thamayelt, Tad : Taddart Tamokrante, All: Allaghan, Iha: Ihadadden, Aft: Aftis, Ath: Ath Sadda. Les
colonnes avec des lettres en minuscule différentes sont significativement différentes tel que révélé par le Test
Exact de Fisher a P = 0,05.
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Tableau IX : Tests d'association pour les taux de cellules multipolaires calculés pour les

differentes populations analysées de Medicago L. ND : probabilité non déterminée parce que le jeu
de donnée est trop élevé pour étre pris en charge par le logiciel, NaN : Valeur non déterminée parce que I’effectif
marginal est nul, NA : probabilité non déterminée parce que I’effectif marginal est nul

I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte

e G2 de Wilks Test Exact de Fisher | Test d'association par paires
calculé théorique  ddl p-value calculé théorique ddl  p-value p-value p-adjusté de Fisher = 0.05
CIL abc
INT de
ARA ab
LAC ab
§ MIN ab
2 POL ab
S DOL abc
% 146.23 26,296 16 <2.2e-16 TRU cd
E 1338 26296 16 <22e-16 ND LIT abe
g TOR abc
8 LES a
7 MUR b
S RUG e
SCU de
LUP ab
Avertissement: SEC abc
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte ORB abc
Vah a
Gou b
% 153.26 12,592 6 <2.2e-16 Ade b
§ 109,02 12,592 6 <0,0001 ND Pic b
; Cap b
Avertissement: Khe b
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte Tar b
’E NaN 9,488 4 NA
8 0 9,488 4 1 ND pas de différence significative.
S | Avertissement:
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
Ade a
% 36.132 9,488 4 2.719e-07 Bou b
E 25,489 9,488 4 <0,0001 2.928e-06 Abo a
= | Avertissement: Tar a
I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte Tha a
8 NaN 1 NA
§ Avertissemert: 0 3,841 1 1 1 pas de différence significative.
= I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
£ NaN 3,841 1 NA
é Avertissement: 0 3,841 1 1 1 pas de différence significative.
= I'approximation du Chi-2 est peut-étre incorrecte
g NaN 3,841 1 NA
E Avertlssemert: 0 3,841 1 1 1 pas de différence significative.
=
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3. Viabilité pollinique

Les grains de pollen des especes de Medicago L. se colorent facilement au bleu de
coton. Les grains viables sont de forme réguliere et bien colorés tandis que les grains non

viables sont de forme irréguliere et mal colorés.

Le taux de viabilité pollinique est estimé pour trente quatre populations appartenant a
17 especes du genre Medicago L.. Pour chaque population, un taux de viabilité est estimé
pour 15 fleurs prises au hasard.

Les fleurs matures des especes du genre Medicago présentent des taux de viabilité
pollinique variables. Certaines fleurs sont completement stériles alors que d’autres présentent
un taux de viabilité avoisinant les 100%. En effet, une grande variabilité intra et inter

populations et une variabilité interspécifique sont notées.

Un taux de viabilité moyen et un coefficient de variation est calculé pour estimer la
variabilité de la fertilité des fleurs au sein des populations. Une analyse de la variance, et un
test complémentaire (post hoc) LSD de Fisher sont réalisés pour estimer la variabilité intra et
interspécifique. Dans le cas de deux échantillons (populations), un Test t est réalisé pour
estimer la variabilité intraspécifique. Les résultats de I’analyse de la viabilité pollinique sont
présentés dans les tableaux X et XI. Les résultats de ’anova et du Test t sont présentés dans
les tableaux XII, XIII, XIV respectivement. Un coefficient de corrélation entre les taux

d’anomalies méiotiques et les taux de fertilité pollinique est également calculé.
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Tableau X : Parametres statistiques relatifs a I’é¢tude de la viabilité pollinique estimées pour
chaque espéce du genre Medicago L. échantillonnée dans la région de Béjaia (Nord-
Est algérien). SD : Erreur standard, RSD : Coefficient de variation.

Taux de viabilité pollinique (PV)

Espece Minimum Maximum Moyenne + SD RSD
(%) (%) (%) (%)
M. ciliaris 83,10 99,54 96,40 + 4,85 5,03
M. intertexta 37,83 99,60 87,68 +£21,44| 24,45
M. arabica 91,91 99,10 96,87 + 1,87 1,93
M. laciniata 0,00 99,54 83,65+2551| 30,49
M. minima 76,41 95,05 88,68 + 4,27 4,82
M. polymorpha 55,35 95,98 81,48 + 11,80 14,48
M. doliata 72,03 98,55 91,97 + 8,56 9,31
M. truncatula 30,95 99,30 92,92 + 8,96 9,64
M. littoralis 98,03 99,84 99,14 + 0,47 0,47
M. tornata 41,19 96,29 83,72 +13,41 16,02
M. lesinsii 87,39 99,67 95,16 + 2,55 2,68
M. murex 89,83 97,69 95,07 +1,71 1,80
M. rugosa 89,42 99,14 96,16 + 2,75 2,86
M. scutellata 64,03 95,21 85,65 + 8,28 9,67
M. lupulina 94,53 98,34 97,24 + 1,09 1,09
M. secundiflora 93,70 98,95 97,70 £ 1,48 1,52
M. orbicularis 93,62 98,99 97,48 +1,28 1,31
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Tableau XI : Parameétres statistiques relatifs a 1’¢tude de la viabilité pollinique estimés pour
les populations naturelles du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de
Béjaia (Nord-Est algérien). SD : Erreur standard, RSD : Coefficient de variation.

Taux de viabilité pollinique (PV)
Espéce | station Minimum Maximum Moyenne = SD RSD
(%) (%) (%) (%)
Vahloul 30,95 99,30 78,94 £16,87| 21,37
< | Gouraya 91,06 98,91 95,70 £2,21 2,31
% Adekar 90,38 99,02 95,93 + 2,69 2,80
§ Pic des singes 74,03 98,59 95,66 + 6,12 6,40
= Cap carbon 88,23 99,04 95,36 £ 2,70 2,83
= Kherrata 91,46 97,45 94,40 +£1,88 2,00
Targua ouzemour 90,82 98,75 94,42 + 2,20 2,33
Vahloul 87,39 98,53 94,00 £ 3,71 3,94
’§ Aboudaou 90,06 98,51 95,32 +£2,83 2,97
E M¢ Said Ouidir 92,08 99,67 95,23 £2,08 2,18
s | Azekri 91,39 97,53 95,42 +1,52 1,59
Amizour 91,24 98,74 95,84 + 2,01 2,10
Adekar 92,23 97,26 94,63+1,71 1,81
& | Boukhiama 89,83 97,40 94,82 +£1,97 2,08
£ | Aboudaou 91,06 97,43 94,87 +£1,79 1,89
S | Targua ouzamour 92,79 97,52 95,54 + 1,58 1,65
Thamayelt 92,98 97,69 95,50 + 1,47 1,54
__‘g Thamayelt 91,91 98,92 96,32 +1,84 1,91
©
; Taddart Tamokrante 92,46 99,10 97,43 +1,80 1,84
£ | Allaghan 0,00 98,75 70,11+29,89| 44,01
s Ihaddaden 93,82 99,54 97,18 £ 1,67 1,72
£ | Aftis 76,41 95,05 86,74 +4,75| 547
:
s |Ath Saada 83,33 95,03 90,63 + 2,68 2,96
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Le taux moyen de la viabilité pollinique est relativement élevé pour toutes les especes
analysées. Il varie de 81,48% chez M. polymorpha a 99,14% chez M. littoralis. Les especes
M. littoralis, M. lupulina, M. orbicularis, M. secundiflora, M. murex, M. arabica, M. lesinsii,
M. rugosa et M. ciliaris présentent des taux de viabilité pollinique trés élevés alors que M.
tornata, M. intertexta et M. laciniata ont des taux de viabilité pollinique moins élevés. M.
polymorpha présente le taux le plus faible. La probabilité associée au Test F de Fisher P de
1’Anova est inferieure a 0,0001 (P< 0,0001), ce qui signifie que la différence entre les taux de
viabilité pollinique est trés hautement significative (Tab. XII). Le test complémentaire LSD
de Fisher montre que la viabilité pollinique est plus faible et tres variable chez M. laciniata

alors qu’elle est tres élevée et invariable chez M. littoralis (Tab. X, XII1, Fig. 19).

Les coefficients de variation (RSD) calculés pour les espéces varient de 0,47% chez
M. littoralis a 30,49% chez M. laciniata. Les populations de M. lesinsii, M. murex, M. arabica
et de M. minima se sont révélées trés homogenes avec des coefficients de variation n’excédant
pas 5,47% (Tab. X, Fig. 20- 2, 3, 4 et 6).

Au sein des populations, les stations de Vahloul (M. truncatula), Allaghan (M.
laciniata), Aftis (M. minima) présentent les taux de viabilité pollinique les plus faibles. Les
populations de Taddart Tamokrante (M. arabica) et de Ihadaden (M. lacinata) présentent les

taux les plus élevés.

Au sein de M. truncatula, a I’exception de la station de Vahloul qui présente une
certaine hétérogénéité (RSD=21.37%), les autres populations sont plus homogenes avec des
coefficients de variation inférieurs & 7. Dans M. laciniata, la population d’Thaddaden semble
tres homogéne (RSD = 1,72%) alors que la population d’Allaghan est trés hétérogeéne avec un
coefficient de variation de 44,01% (Tab. XI, Fig. 20-1 et 5). Nous notons que les populations
les plus hétérogénes semblent moins fertiles (Tab. XI)

De plus, le taux de viabilité du pollen des especes du genre Medicago analysées
semblent étre inversement proportionnel au taux cumulé d'anomalies méiotiques, comme le

montre la valeur du coefficient de corrélation de Pearson de - 0,74 avec P = 0,05.
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Tableau XII: Résultats de 1I’Anova réalisée sur les taux de viabilité pollinique des
populations analysées de Medicago L. DDL : degré de liberté, F : rapport de Fisher, Pr : probabilité

associée a F.
Source de variation DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
17 espéces de Medicago analysées
intergroupe 14 758816,03 54201,15 54208,33 < 0,0001
intragroupe (résidu) 495 494,93 1,00
Total corrigé 509 759310,97
Medicago truncatula
intergroupe 5 24135,98 4827,20 3044,16 < 0,0001
intragroupe (résidu) 99 156,99 1,59
Total corrigé 104 24292,96
M. lesinsii
intergroupe 4 12354,76 3088,69 3088,69 <0,0001
intragroupe (résidu) 70 70,00 1,00
Total corrigé 74 12424,76
Medicago murex
intergroupe 4 2553,84 638,46 638,46 < 0,0001
intragroupe (résidu) 70 70,00 1,00
Total corrigé 74 2623,84
Medicago arabica
intergroupe 1 27,29 27,29 27,29  <0,0001
intragroupe (résidu) 28 28,00 1,00
Total corrigé 29 55,29
Medicago laciniata
intergroupe 1 23456,50 23456,50 23456,50 < 0,0001
intragroupe (résidu) 28 28,00 1,00
Total corrigé 29 23484,50
Medicago minima
intergroupe 1 1797,63 1797,63 1797,63 < 0,0001
intragroupe (résidu) 28 28,00 1,00
Total corrigé 29 1825,63
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Tableau X111 : Résultats du test LSD de Fisher réalisé pour les taux de viabilité pollinique

des populations analysées de Medicago L. Moy : moyenne ; SD : erreur standard ; Les différentes
lettres en majuscule montrent des résultats significativement différents

Espece

population

Viabilité pollinique

(Moy#+ SD)
M. laciniata 83,65 £ 25,51 A
M. intertexta 87,68+21,44B
M. polymorpha 81,48+ 11,80 C
M. tornata 83,72+1341C
M. doliata 91,97 +8,56 D
M. scutellata 85,65+ 8,28 D
M. truncatula 92,92 £8,96 D
M. ciliaris 96,40 + 4,85 E
M. minima 88,68 £4,27 F
M. rugosa 96,16 + 2,75 G
M. lesinsii 95,16 £ 2,55 H
M. arabica 96,87 + 1,87 |
M. murex 95,07 +1,71)
M. secundiflora 97,70+ 1,48 K
M. orbicularis 97,48 +1,28 L
M. lupulina 97,24 +1,09 M
M. littoralis 99,14+ 0,47 N
Vahloul 78,94 + 16,87 A
Pic des singes 95,66 + 6,12 B
Adekar 95,93+2,69C
M. truncatula Cap carbon 95,36 +2,70C
Gouraya 95,70+2,21D
Targua ouzemour 94,42 +220D
Kherrata 94,40+ 1,88 E
Vahloul 94,00+ 3,71 A
Aboudaou 95,32+2,83B
M. lesinsii M¢ Said Ouidir 95,23+2,08C
Amizour 95,84+201D
Azekri 95,42+ 152 E
Boukhiama 94,82+ 197 A
Aboudaou 94,87 +1,79B
M. murex Adekar 9463+1,71C
Targua ouzamour 95,54+ 158D
Thamayelt 9550+ 147 E
M. arabica Thamayelt 96,32+ 1,84 A
) Taddart Tamokrante 97,43+1,80B
M. laciniata Allaghan 70,11 + 29,89 A
) Ihaddaden 97,18+ 1,67B
M. minima Aftis 86,74+ 4,75 A
Ath saada 90,63+ 2,68 B
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Tableau X1V : Résultats du Test t réalise sur les taux de viabilité pollinique des populations
analysées de Medicago L. DDL : degré de liberts.

t (observé) |t| (théorique) DDL p-value (bilatérale)
Medicago arabica -5,224 2,048 28 <0,0001
Medicago laciniata -153,155 2,048 28 < 0,0001
Medicago minima -42,398 2,048 28 < 0,0001
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Fig. 19. Variation du taux de viabilité pollinique chez les espéces du genre Medicago L.
échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). Max : maximum, M : moyenne; SE :
erreur standard, Min : minimum. INT : M. intertexta, CIL : M. ciliaris, ARA : M. arabica, LAC : M. laciniata,
MIN : M. minima, POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula, LIT : M. littoralis, TOR : M.
tornata, LES : M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG : M. rugosa, SCU : M. scutellata, LUP : M. lupulina, SEC :
M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les différentes lettres en majuscule sur les barres montrent des résultats

significativement différents tel que révélé par le Test LSD de Fisher (P = 0.05).
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Fig. 20. Variation intraspécifique du taux de viabilité pollinique chez les espéces du

genre Medicago échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). Max : maximum,
M : moyenne; SE : erreur standard, Min : minimum, Vah : Vahloul, Gou : Gouraya, Ade : Adekar, Pic : Pic des
Singes, Cap : Cap Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa Ouzemmour, Abo : Aboudaou, Mds : Md Said Ouidir,
Aze : Azekri, Ami: Amizour, Bou : Boukhiama, Tha : Thamayelt, Tad : Taddart Tamokrante, All : Allaghan,
Iha : Ihadadden, Aft: Aftis, Ath: Ath Saada. Les différentes lettres en majuscules sur les barres montrent des
résultats significativement différents tel que révélé par le Test LSD de Fisher (P = 0.05).
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4. Taille du pollen

Les grains de pollen des espéces de Medicago L. analysées sont de forme sphérique ou
pyramidale & une base triangulaire ou carrée avec une surface lisse non ornementée et

présentant trois ou quatre apertures selon 1’espéce (Fig. 21).

La taille (surface) des grains de pollen est mesurée pour trente quatre (34) populations.

Pour chaque population la taille de 100 grains de pollen viables pris au hasard est déterminée.

Les grains de pollen viables ont des tailles variables. Chez certaines fleurs, la taille du
pollen est uniforme (méme taille), chez d’autres, les grains sont de tailles différentes. En effet,
une variabilité intra et interpopulation et une variabilité interspécifique dans la taille du pollen
est notée. Ainsi, une surface moyenne et un coefficient de variation sont calculés pour estimer
la variabilité au sein des populations. Une analyse de la variance, et un test complémentaire
(post hoc) LSD de Fisher sont également réalisés pour estimer la variabilité intra et
interspécifique. Dans le cas de deux échantillons (populations), un test z est réalisé pour

estimer la variabilité intraspecifique.

La surface des grains de pollen, mesurée pour chaque population analysée, est donnée
dans les tableaux XV et XVI.
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Fig. 21. Configurations représentatives des grains de pollen des especes du genre
Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien) apres coloration au
bleu de coton dans le lactophénol. a) M. doliata (pollen hétérogéne); b) M. murex (pollen homogéne); c)
M. lesinsii (pollen homogene); d) M. tornata (pollen homogene); e) M. littoralis (pollen homogéne); f) M.
truncatula population Vahloul (pollen hétérogéne); g) M. truncatula population Gouraya (pollen homogéne); h)
M. laciniata population Allaghan (pollen hétérogéne); i) M. laciniata population Ihadadden (pollen homogéne);
j) M. arabica (pollen homogene); k) M. polymorpha (pollen homogéne); I) M. minima (pollen homogéne); m)
M. intertexta (pollen hétérogéne); n) M. ciliaris (pollen homogene); 0) M. scutellata (pollen homogene); p) M.
rugosa (pollen homogene); g) M. lupulina (pollen homogéne); r) M. secundiflora (pollen homogéne); s) M.
orbicularis (pollen homogéne). Les fléches indiquent les grains de pollen défectueux. Barres d'échelle = 10 um.
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Tableau XV : Parameétres statistiques relatifs a la surface des grains de pollen estimés pour
les différentes espéces de Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est
algérien). SD : Erreur standard, RSD : coefficient de variation.

Surface des grains de pollen (PGA)
Espéce minimum maximum Moyenne = SD RSD
pm?2 pm? pm? (%)
M. ciliaris 446,51 837,48 638,76 +99,52| 15,58
M. intertexta 401,91 966,03 700,63 £99,14| 14,15
M. arabica 489,81 913,32 688,95 +69,79| 10,13
M. laciniata 472,77 1140,71 643,21 £132,05| 20,53
M. minima 424,93 808,28 620,17 £72,89| 11,75
M. polymorpha 380,36 639,61 501,21 +53,75| 10,72
M. doliata 566,52 1245,74 942,79 £159,99| 16,97
M. truncatula 424,23 1019,28 712,77 £106,35| 14,92
M. littoralis 927,70 1318,63 1074,93 £72,32 6,73
M. tornata 599,48 996,40 806,64 +108,32| 1343
M. lesinsii 343,33 702,84 480,27 £72,69| 15,14
M. murex 358,20 632,05 488,99 £61,27| 12,53
M. rugosa 593,17 924,63 764,65 +67,71 8,86
M. scutellata 730,59 1222,69 961,69 +98,92| 10,29
M. lupulina 306,13 491,84 379,76 £53,37| 14,05
M. secundiflora 430,91 669,25 555,35 + 48,49 8,73
M. orbicularis 404,84 404,84 588,35 £7151| 12,15
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Tableau XVI : Paramétres statistiques relatifs a la surface des grains de pollen mesurés pour
les populations naturelles des especes de Medicago L. échantillonnées dans la région

de Béjaia (Nord-Est algérien). SD : Erreur standard, RSD : coefficient de variation.

Surface des grains de pollen (PGA)
Espece Population minimum maximum Moyenne + SD RSD
pm? pm? pm? (%)
Vahloul 424,23 1019,28 637,20 +124,09| 19,47
© Gouraya 715,31 976,92 836,30 + 69,28 8,28
2 Adekar 595,15 886,21 709,75 +83,58| 11,78
§ Pic des singes 532,77 851,48 660,46 +82,76| 12,53
; Cap carbon 507,34 848,81 671,3 +88,32| 13,16
Kherrata 597,94 914,20 753,83 +83,46| 11,07
Targua ouzemour 602,95 858,12 720,56 + 60,01 8,33
Vahloul 404,13 563,84 487,97 +44,39 9,10
E, Aboudaou 426,97 702,84 575,84 +52,59 9,13
g M¢ Said Ouidir 343,33 563,82 439,45 + 62,001 14,11
S | Azekri 364,93 522,86 429,37 +45,33| 10,56
Amizour 371,04 584,35 468,7 +47,71| 10,18
Adekar 383,79 584,92 478,96 +50,90| 10,63
o Boukhiama 408,70 631,01 515,32 +60,20| 11,68
£ | Aboudaou 421,78 632,05 517,08 +52,96| 10,24
= Targua ouzamour 382,25 605,87 490,01 +£60,99| 12,45
Thamayelt 358,20 551,03 443,6 +50,03| 11,28
% Thamayelt 489,81 913,32 693,04 +81,23| 11,72
[
; Taddart Tamokrante 597,75 809,58 684,87 + 56,19 8,20
.§ Allaghan 472,77 1140,71 721,49 +137,39| 19,04
S
c‘; Ihaddaden 482,89 809,58 564,93 +61,58| 10,90
_§ Aftis 424,93 800,07 634,56 +73,52| 11,59
; Ath Saada 497,68 808,28 605,78 +69,67| 11,50
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La taille moyenne du pollen chez les espéces du genre Medicago varie de 379,76 um?
chez M. lupulina a 1074,93um?2 chez M. littoralis. La majorité des especes présente un pollen
homogene. Le pollen le plus homogene (RSD de 6,73%) est rencontré chez M. littoralis. M.
laciniata présente le pollen le plus hétérogéne avec un RSD de 20,53% (Tab. XV, Fig. 21 -
22). La probabilité associée au Test de Fisher P de I’Anova est inferieure a 0,0001 (P<
0,0001). Ce qui signifie que la différence observee dans la surface des grains de pollen chez
les espéces analysées est tres hautement significative (Tab. XVII). Le test complémentaire
LSD de Fisher montre que la surface des grains de pollen est trés hétérogéne chez M.
laciniata alors qu’elle est trés homogeéne chez M. littoralis (Tab. XVIII, Fig. 22).

Au sein des espéces, la surface moyenne des grains de pollen chez M. truncatula varie
de 637,20 umz dans la population de Vahloul a 836,30 um2 dans la population de Gouraya. Le
pollen des populations de Gouraya, d’Adekar, du Pic des singes, de Cap carbon, de Kherrata
et de Targa ouzemmour est homogéne tandis que celui de la population Vahloul est
hétérogéne avec un coefficient de variation (RSD) de 19,47% (Tab. XVI, Fig. 21 et 23-1). Le
test LSD de Fisher montre une différence significative dans la taille du pollen au niveau des

populations étudiées.

Dans les populations de M. lesinsii, la taille moyenne du pollen varie de 429,37 um?2
dans la population d’Azekri a 575,84 um? dans la population d’Aboudaou. La totalité des
populations présente un pollen homogeéne (Tab. XVI, Fig. 21 et 23-2). La différence dans les
tailles moyennes du pollen entre les populations est significative au seuil d’une probabilité de

0,05.

Chez M. murex, la surface moyenne des grains de pollen varie de 443,60 umz2 dans la
population de Thamayelt & 517,08 um? dans la population d’Aboudaou. Le pollen est
homogene dans toutes les populations (Tab. XVI, Fig. 21 et 23-3). La différence dans la
taille du pollen est significative au seuil d’une probabilité de 0,05 telle que révélée par le test
LSD de Fisher (Tab. XVIII).

Les deux populations de M. arabica (Thamayelt, Taddart Tamokrante) ont un pollen
homogeéne avec des tailles différentes (693,04 umz2, 684,87 um?) (Tab. XVI, Fig. 21 et 23-4).

Les populations de M. laciniata analysées possédent un pollen de différentes tailles.

Le pollen de la population d’Thadaden est petit et homogene. Il mesure en moyenne 564,92
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pumz2. Le pollen de la population d’Allaghan est grand et hétérogene et mesure en moyenne
721,49 um?2 (Tab. XVI, Fig. 21 et 23-5). Le test LSD de Fisher et le test z montrent qu’ils
sont significativement différents (Tab. XVIII, Tab. XIX).

Les populations de M. minima (Ath Saada, Aftis) possedent un pollen homogéne et
relativement de méme taille tel que stipulé par 1’analyse de la variance (probabilité associée
au test F de Fisher est de 0,653) et le test z (p-value bilatérale est de 0,652) (Tab. XVII, Tab.
XIX, Fig. 21 et 23-6).

72



RESULTATS

Tableau XVII : Résultats de 1’Anova réalisée sur la surface des grains de pollen des
populations analysées de Medicago L. DDL : degré de liberté, F : rapport de Fisher, Pr : probabilité

associée a F.
Source de variation DDL  Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
17 espéces de Medicago analysés
intergroupe 15 13075,87 871,72 871,30 < 0,0001
intragroupe (résidu) 3384 3385,64 1,00
Total corrigé 3399 16461,51
Medicago truncatula
intergroupe 6 3661,551 610,258 610,258 < 0,0001
intragroupe (résidu) 693 693,000 1,000
Total corrigé 699 4354,551
M. lesinsii
intergroupe 3 1011,69 337,23 337,84 < 0,0001
intragroupe (résidu) 496 495,10 1,00
Total corrigé 499 1506,78
Medicago murex
intergroupe 4 186,92 46,73 46,73 <0,0001
intragroupe (résidu) 495 495,00 1,00
Total corrigé 499 681,92
Medicago arabica
intergroupe 1 668,30 668,30 668,30 < 0,0001
intragroupe (résidu) 198 198,00 1,00
Total corrigé 199 866,30
Medicago laciniata
intergroupe 1 769,26 769,26 769,26  <0,0001
intragroupe (résidu) 198 198,00 1,00
Total corrigé 199 967,26
Medicago minima
intergroupe 1 0,203 0,203 0,203 0,653
intragroupe (résidu) 198 198,000 1,000
Total corrigé 199 198,203
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Tableau XVIII : Résultats du test LSD de Fisher réalisé pour la surface des grains de pollen
des populations analysées de Medicago L. Moy : moyenne ; SD : erreur standard ; Les différentes

lettres en majuscule montrent des résultats significativement différents

Surface des grains de pollen um?

Espece Population (Moy: SD)
M. laciniata 643,21 +132,05A
M. doliata 942,79 + 159,99 B
M. ciliaris 638,76 +99,52 C
M. truncatula 712,77 +106,35D
M. lesinsii 480,27 £72,69D
M. intertexta 700,63 +99,14 E
M. lupulina 379,76 +53,37E
M. tornata 806,64 +108,32 F
M. murex 488,99 £61,27 G
M. orbicularis 588,35 + 71,51 H
M. minima 620,17 +72,89 |
M. polymorpha 501,21 +53,751]
M. arabica 688,95 +69,79 K
M. scutellata 961,69 +98,92 K
M. rugosa 764,65 + 67,71 L
M. secundiflora 555,35 +48,49 L
M. littoralis 1074,93 +72,32 M
Vahloul 637,20 £ 124,09 A
Cap carbon 671,30 £88,32B
Pic des singes 660,46 +82,76 C
M. truncatula Adekar 709,75 +83,58 D
Targua ouzemour 720,56 + 60,01 E
Gouraya 836,30 +69,28 F
Kherrata 753,83 +83,46 F
M¢ Said Ouidir 439,45 £62,00 A
Azekri 429,37 +4533 B
M. lesinsii Amizour 468,70 +47,71C
Vahloul 487,97 +4439D
Aboudaou 575,84 +5259 D
Targua ouzamour 490,01 £60,99 A
Boukhiama 515,32 +60,20 B
M. murex Thamayelt 443,6 +50,03C
Adekar 478,96 £50,90 D
Aboudaou 517,08 +52,96 E
M. arabica Thamayelt 693,04 £81,23 A
' Taddart Tamokrante 684,87 +56,19 B
M. laciniata Allaghan 721,49 + 137,39 A
' Ihaddaden 564,93 +61,58 B
M. minima Aftis 634,56 + 73,52 A
Ath Sadda 605,78 +69,67 A
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Tableau XIX : Résultats du Test z réaliseé sur la surface des grains de pollen des populations
analysées de Medicago L.

z (observé)

|z| (théorique)

p-value (bilatérale)

Medicago arabica -25,852 1,960 <0,0001
Medicago laciniata -27,736 1,960 <0,0001
Medicago minima -0,450 1,960 0,652
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Fig. 22. Variation interspécifique de la surface des grains de pollen chez les espéces

du genre Medicago L. échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien). Max :
maximum, M : moyenne; SE : erreur standard, Min : minimum. INT : M. intertexta, CIL : M. ciliaris, ARA : M.
arabica, LAC : M. laciniata, MIN : M. minima, POL : M. polymorpha, DOL : M. doliata, TRU : M. truncatula,
LIT : M. littoralis, TOR: M. tornata, LES: M. lesinsii, MUR : M. murex, RUG: M. rugosa, SCU: M.
scutellata, LUP : M. lupulina, SEC : M. secundiflora, ORB : M. orbicularis. Les différentes lettres en majuscule
sur les barres montrent des résultats significativement différents tel que révélé par le Test LSD de Fisher (P =

0.05).
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Fig. 23. Variation intraspécifique de la surface des grains de pollen chez les

populations du genre Medicago échantillonnées dans la région de Béjaia (Nord-Est algérien).
Max : maximum, M : moyenne; SE : erreur standard, Min: minimum, Vah : Vahloul, Gou : Gouraya, Ade :
Adekar, Pic: Pic des Singes, Cap : Cap Carbon, Khe : Kherrata, Tar : Targa Ouzemmour, Abo : Aboudaou,
Mds : Md Said Ouidir, Aze : Azekri, Ami : Amizour, Bou : Boukhiama, Tha : Thamayelt, Tha: Thamayelt,
Tad : Taddart Tamokrante, All : Allaghan, Iha : Ihadadden, Aft : Aftis, Ath : Ath Sadda. Les différentes lettres en
majuscule sur les barres montrent des résultats significativement différents tel que révélé par le Test LSD de
Fisher (P = 0.05).
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DiscussiON

Le présent travail porte sur une étude de la variabilité généetique des populations
algériennes du genre Medicago L. en utilisant une approche cytogénétique et la palynologie.
Nous nous sommes proposés dans un premier temps de déterminer le nombre chromosomique
de 34 populations naturelles appartenant a 17 espéces du genre échantillonnées dans la vallée
de la Soummam (Nord-Est algérien). Les observations portent sur des cellules meéres de
pollen en division. Dans un deuxiéme temps, des irrégularités méiotiques, en relation avec la
viabilité pollinique et la taille du pollen sont analysées. Les résultats des travaux de cette thése
sont les premiéres observations en phase haploide rapportées pour les populations algériennes

du genre Medicago.

Les nombres chromosomiques de base évalués dans les populations analysées (x=8,
x=7) ont déja été signalés dans le genre Medicago par Heyn (1963), Simon (1965) et par
Lesins et Lesins (1979). Selon Steele et al. (2010), le nombre chromosomique de base x=8
serait une plésiomorphie dans la tribu des Trifolieae. Le nombre chromosomique de base x=7
est interprété comme une innovation dérivant de x=8 suivi d’une restructuration
chromosomique (Lesins et Lesins 1979). Comme dans M. murex, le génome de M.
polymorpha serait issu d'une translocation du chromosome 8 sur le chromosome 3 en perdant
la région centromérique et formant, ainsi de novo, un long satellite (Lesins et Lesins 1979).
Drailleurs, ce long satellite est parfois pris dans certains travaux pour un huitiéme
chromosome. De plus, la phylogénie du genre montre que M. polymorpha et M. murex
forment un groupe monophylétique appelé «Clade Polymorpha» (Steele et al. 2010). Selon la
phylogénie des séquences chloroplastiques et nucleaires (trnK / matK, GA- 3ox1), le nombre

de base apomorphique x=7 est survenu quatre fois dans le genre.

Les dénombrements chromosomiques 2n = 2x = 14, 2n = 2x = 16 et 2n = 30, recenses
pour les especes analysées sont en accord avec ceux obtenus par plusieurs auteurs (Ghimpu
1928, 1929, 1930, Fryer 1930, Tschechow 1933, Tischler 1934, Cooper 1935, Heiser et
Whitaker 1948, Polya 1948, Larsen 1955, Heyn 1956, 1963, Love et Love 1956, Mulligan
1957, Clement 1962, Mariani 1963, Simon et Simon 1965, Gadella et Kliphuis 1966, 1968,
1970, Podlech et Dieterle 1969, Majovsky et al. 1970, Fernandes et Santos 1971, 1978,
Kozuharov et al. 1972, Labadie 1976, Sareen et Trehan 1976, 1977, Natarajan 1978,
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Abdelguerfi et Guittoneau 1979, 1989, Kliphuis et Wieffering 1979, Lesins et Lesins 1979,
Bir et Kumari 1980, Magulaev 1980, 1992, Van Loon et Kieft 1980, Agarwal et Gupta 1983,
Bauchan et Elgin 1984, Abdelguerfi et al. 1988, Schlarbaum, et al. 1989, Kumari et Bir 1990,
Mariani et Falistocco 1990, 1991, Karshibaev 1992, Piccirilli et Arcioni 1992, Khatoon et Ali
1993, Mariani et al. 1996, Oberprieler and Vogt 1996, Karadag et Giilcan 1997 in Rice et al.
2014, Ibragimova 1999, Falistocco et al. 2002, Fyad-Lameche et al. 2016, Rajpal et al. 2022).
Cependant, certains rapportent des comptes différents avec des nombres de base également
differents. En effet, Humphries et al. (1978) et Vogt et Aparicio (1999) trouvent 2n = 14 chez
M. truncatula Gaertn. Pour M. polymorpha, plusieurs auteurs (voir Rani et al. 2012) trouvent
2n =16 avec x = 8. Pour ce taxon, le nombre déviant 2n = 16 est considéré comme étant dd a
une erreur d'identification de I'espéce ou vraisemblablement au nombre surestimé attribué a la
présence d'une paire de chromosomes avec de grands satellites (Kamari et al. 1996). Erac et
Tokluoglu (1983) attribuent 2n = 2x = 14 chromosomes a M. scutellata. Cependant, Small et

al. (1993) ont démontré que ce compte est erroné.

A T’exception de M. rugosa et M. scutellata qui sont tétraploides, aucun cytotype
tétraploide ou aneuploide n’est observé dans nos échantillons. Ceci est conforme aux résultats
obtenus par une grande partie des auteurs pour les espéces étudiées (Simon et Simon 1965,
Lesins and Lesins 1979, Schlarbaum et al. 1984, Mariani et al. 1996, Small 2011, Sadeghian
and Hesamzadeh Hejazi 2014). Cependant, des niveaux de polyploidie différents sont signalés
pour quatre espéces (M. intertexta, M. lupulina, M. orbicularis, M. polymorpha) par certains
auteurs. Tel que rapporté par Fernandes et Santos De Fatima (in Kamari et al. 1996), mais pas
confirmé par Lesins et Lesins (1979), I'échantillon de M. intertexta (L.) Miller récolté au
Portugal est tétraploide (2n = 32). Deux cytotypes tétraploides sont rapportés pour M.
lupulina : un cytotype 2n = 32 rapporté par certains auteurs (Semerenko 1989, Kodama 1989;
Heyn 1956; Mariani 1963 ; Kodama 1967) et un cytotype a 2n=30 chromosomes a été
rapporté par Colombo et al. (1987) dans une seule collection italienne. Selon Small (2011), le
premier cytotype est assez rare et confiné a I'Europe par contre le deuxiéme serait le résultat
d’un doublement du nombre de chromosomes d'un cultivar diploide (2n = 16) lors des essais
de sélection. Larsen (1952) et Lesins (1952) signalent un tétraploide naturel de M. orbicularis
a 2n=4x=32. Plus tard, Small (2011) déclare que c’est un tétraploide induit artificiellement.
Récemment, dans une étude d’ensemble sur les Angiospermes, le niveau tétraploide avec 2n =

4x = 32 est signalé en Inde par Rani et al. (2014) chez M. polymorpha L. Il est a noter que le
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cytotype tétraploide doit étre revérifié car la polyploidie est relativement rare parmi les
espéces annuelles de Medicago. En effet, selon Small (2011), seuls M. ovalis, M. rugosa et M.
scutellata sont certainement tétraploides. Cependant, des formes aneuploides sont également
rapportées pour M. ciliaris (L.) Krocker, M. tornata (L.) Mill. et M. lupulina par certains
auteurs. En 1956, Heyn trouve dans une accession de M. ciliaris du Moyen-Orient un nombre
chromosomique diploide 2n = 18 (2n = 16 + 2B). Cependant, Clement (1962) et Lesins et
Lesins (1979) émettent des réserves a cette possibilité et considerent les chromosomes
surnuméraires « B » comme étant des satellites detachés, et ne représentant pas des
chromosomes entiers. Plus tard, Abdelguerfi et Guittonneau (1979) dans une population
algérienne et Kamari et al. (1996) dans une population tunisienne rapportent de nouveau ce
nombre de 2n = 18 chromosomes. En parallele, Agarwal and Gupta (1983) signalent un
nombre aneuploide de 2n=18 (2n=2x=16+2B) dans une accession de M. tornata obtenue de la
station de recherche d’Ottawa. D’autre part, des cytotypes aneuploides a 2n=18
(2n=2x=16+2B) ont été rapportés par Xu et al. 1992 et Zhang et al. (1993) en chine et Vitek et
al. (1992 in Rice et al. 2014) en Autriche pour M. lupulina.

Le nombre chromosomique de 2n = 30 rencontré dans nos populations de M. rugosa et
M. scutellata a été signalé pour la premiére fois par Bauchan et Elgin (1984) dans 72
accessions de M. scutellata et 37 accessions de M. rugosa. Ces auteurs ont souligné que ces
deux espéces possedent deux paires de chromosomes avec de long satellites ; ce qui aurait
conduit a des dénombrements chromosomiques antérieures de 2n = 32 erronés. lls ont
également suggéré que ces deux espéces sont allotétraploides dérivées de 1’hybridation
interspecifique entre deux espéces une a 2n = 16 et ’autre a 2n = 14 suivi d’un dédoublement

chromosomiqgue spontané.

Mariani et al. (1996) ont entrepris une étude cytogénétique classique (comparaison des
caryotypes) et moléculaire (RFLP) sur M. rugosa et M. scutellata et les espéces diploides a
2n=2x =16 et a 2n=2x=14 ayant une affinité avec elles. Les résultats de cette étude
soutiennent I’hypothése de 1’origine allopolyploide et il en ressort que les deux especes
tétraploides semblent avoir un ancétre commun et proviendraient d'un seul événement
d'hybridation. Les auteurs suggerent que les géniteurs probables de M. rugosa et M. scutellata
seraient M. intertexta ou M. muricoleptis pour I’espéce a 2n=2x =16 et M. polymorpha ou M.

murex pour I’espéce a 2n=2x=14. Cependant, des investigations phylogénétiques ultérieures,
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basées sur les genes nucléaires (ITS, ETS) n'ont pas appuyé 1’origine commune des deux

espéces (Bena et al. 1998).

Une étude récente basée sur les techniques de cytogénétique moléculaires (FISH,
GISH) est menée pour étudier les caryotypes 2n = 14 et 2n = 30 et vérifier I’hypothése de
I’origine allopolyploide de M. scutellata et M. rugosa. L hybridation fluorescente in situ a mis
en évidence deux sites d'ADNTr 458 et deux sites d’ADNTr 5S chez tous les cytotypes diploides
a 2n= 2x = 14 et chez M. rugosa tandis que M. scutellata présente quatre sites d'/ADNr 45S et
quatre sites d’ADNr 5S. Les expériences GISH ont démontré une absence d'affinité
génomique entre M. scutellata et M. rugosa ; ce qui souleve des doutes sur leur origine
commune supposée. De méme, les expériences utilisant les ADN génomiques a 2n = 14
comme sondes pour les chromosomes de M. scutellata et M. rugosa, et vice versa, n'ont
donné aucun signe d'hybridation utile pour identifier les géniteurs a 2n = 14 chromosomes. Ce
qui a conduit a I'exclusion des diploides actuels a 2n=14 chromosomes de la liste des
géniteurs présumés des deux especes tétraploides. Ce résultat suggere des voies d'évolution
alternatives, telles que la formation de tétraploides (2n = 32) et les événements de dysploidie
ultérieurs conduisant a la réduction du nombre de chromosomes. La réduction du nombre de
chromosomes sous une forme autotétraploide semble une possibilité puisque toutes les
especes annuelles de Medicago sont auto-pollinisatrices. Le systeme exclusif d'auto-
pollinisation de ces espéces contredit la théorie de I'origine allotétraploide, soit a partir de
croisements 2n = 14 x 2n = 16 ou 2n = 16 x 2n = 16 (Falistocco 2019).

D’autres comptes sont également signalés dans la littérature pour M. scutellata :
2n=14 (Erag et Tokluoglu 1983), 2n=16 (Ghimpu 1928 ; Fernandes et al. 1977, Fernandes et
Queiros 1978, Baltisberger et al. 2006), 2n=28 (Abdelguerfi et Guittonneau 1979,
Abdelguerfi et al. 1988), 2n=30 (Bauchan et Elgin 1984, Mariani et Falistocco 1991, Mariani
et al. 1996 ; Karadag et Giilcan 1997 in Rice et al. 2014) et 2n=32 (Ghimpu 1928, Fryer 1930,
Heyn 1956, 1963, Clement 1962, Simon et Simon 1965, Bolkhovskikh et al. 1969 in Rice et
al. 2014, Dahlgren et al. 1971, Nilsson and Lassen 1971, Lesins et Lesins 1979, Agarwal et
Gupta 1983, Zhang et al. 1993, Oberprieler and Vogt 1996).

Small et al. (1993) ont démontré que le compte de 2n=14 d’Erag et Tokluoglu (1983)
est erroné.
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M. murex Willd. (2n= 14) et M. lesinsii Small (2n= 16) forment un complexe
d’espéces dont la discrimination morphologique reste toujours discutée malgré la disparité

caryologique.

Le nombre chromosomique attribué & M. murex était 2n = 16 (Fryer, 1930; Heyn,
1956; Clement, 1962; Simon et Simon, 1965). Lesins et al. (1970) sont les premiers a
decouvrir les deux compléments chromosomiques de 2n = 16 et 2n = 14 chez M. murex.
L’étude de ces deux cytotypes a révélé que les deux cytotypes sont inter-stériles et que le
cytotype & 2n = 14 est plus répandu dans ’aire de répartition de M. murex que le cytotype a
2n = 16. L’analyse des chromosomes méiotiques au stade pachyténe indiquent que le type 2n
= 14 est probablement issu du type 2n = 16 par translocation du chromosome 8 (plus petit) sur
le chromosome 3 avec perte de la région centromérique du chromosome 8 tout en formant un

long satellite.

Lesins et Lesins (1979) utilisent la présence ou 1’absence de taches blanches sur les

feuilles pour distinguer entre les deux compléments chromosomiques :

— Le complément chromosomique a 2n = 2x = 16 correspondant & M. murex ssp.
murex pésente des taches blanches sur les feuilles.

— Le complément chromosomique a 2n = 2x = 14 correspondant & M. murex ssp.
sphaerocarpos ne pésente pas de tache blanche sur les feuilles.

Small et Brookes (1985) ont scindé le complexe en deux espéces distinctes :

— Le cytotype 2n = 2x = 14 correspondant a M. murex Willd. présente des
folioles a marge rhomoidale, 1 a 6 fleurs par grappe et des gousses avec trois
sillons sur la suture dorsale.

— Le cytotype a 2n = 2x = 16 correspondant a M. lesinsii Small présente des
folioles tronquées a émarginées, 1 rarement 2 fleurs par grappe et des gousses
a suture dorsale lisse.

Abdelguerfi et Guittonneau (1989) utilisent la présence d’une dépression au niveau de
la radicule pour discriminer M. heterocarpa Spach. (cytotype a 2n = 2x = 16) de M. murex
Willd (cytotype 2n = 2x = 14).

Pour Jauzein (1995), le complexe ne comporte qu’une seule espece avec deux

cytotypes :
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— Le cytotype 2n = 2x = 16 correspondant & M. murex ssp heterocarpa présente
des folioles émarginées souvent avec des taches blanches ou des macules
pourpres et des gousses a suture dorsale lisse.

— Le cytotype 2n = 2x = 14 correspondant a M. murex ssp. murex présente des

folioles arrondies bien vertes et des gousses a suture dorsale sillonnée.
Dans la monographie de Small (2011) :
— - Le cytotype 2n = 2x = 16 correspondant a M. murex Willd.
— - Le cytotype 2n = 2x = 14 correspondant a M. sphaerocarpos Berth.

Des études de cytogénétique moléculaire basées sur I'nybridation fluorescente in situ
(FISH) et I'nybridation génomique in situ (GISH) ont fourni la preuve définitive de l'affinité
génomique entre M. murex (2n = 14) et Medicago lesinsii E.Small (2n = 16), en révélant que
les deux especes partageaient le méme génome (Falistocco et al. 2002) et confirmant
I'nypothese de Lesins et al. (1970) selon laguelle M. murex est originaire de M. lesinsii suite a

la réduction du nombre de chromosomes.

Dans toutes les phylogénies moléculaires (Bena 2001, Maureira-Butler et al. 2008,
Steele et al. 2010) M. murex et M. lesinsii forment un groupe monophylétique ; ce qui soutient

I’hypothese de I’origine commune.

L’analyse du comportement des chromosomes méiotiques en métaphase | est
essentielle pour formuler des programmes de sélection adéquats. Les échantillons analysés
montrent des associations exclusivement en bivalents. Ces appariements en bivalents sont une
condition préalable a une ségrégation équilibrée (Da Ines et al. 2014). Ils générent également

de nouvelles combinaisons d’alléles qui augmentent la diversité génétique (Naranjo 2012).

Les hybridations naturelles rapportées dans le complexe M. littoralis - M. truncatula -
M. tornata (Heyn 1963, Lesins et Lesins 1979) semblent absentes dans la population de
littoralis puisque la méiose parait réguliére. Le faible taux d’anomalies méiotiques pourrait
expliquer son homogénéité morphologique et par conséquent, la population étudiée peut
correspondre a la forme «pure» de M. littoralis. D'autre part, bien que la population Vahloul
de M. truncatula se présente morphologiquement homogene, elle montre de nombreuses

anomalies, un faible taux de viabilité pollinique et un pollen de taille héterogene suggérant
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une hybridation naturelle potentielle avec certaines especes apparentées telles que M. littoralis

ou M. tornata.

L’anomalie méiotique la plus courante dans les échantillons étudiés est la cytomixie.
Elle correspond & la migration de la chromatine entre les meiocytes a travers des canaux
cytoplasmiques. Ce transfert de chromatine est sous contréle génétique mais peut étre
influencé par les conditions environnementales, comme I’ont préconisé Ranjbar et al. (2011a)
dans une etude sur Trigonella spruneriana Boiss. Les échantillons analysés présentent des
taux de cytomixie variables. Dans le genre Astragalus, le taux de cytomixie est relativement
faible, variant de 0% a 3,82% (Ranjbar et al. 2011b). En revanche, ce taux peut atteindre 45%
dans le genre Lotus (Sheidai et Jalilian 2006). Chez Medicago L., les rares études
cytomictiques rapportées portent souvent sur des taxons polyploides. Le taux de cytomixie
noté pour I’espéce tétraploide M. sativa atteint 46% (Bellucci et al. 2003). Ranjbar et al.
(2011b) signalent que la cytomixie chez Astragalus semble plus répandue parmi les taxons
polyploides que dans les taxons diploides. En revanche, chez les Solanacées, Singhal et

Kumar (2008) observent plutot les taux les plus élevés chez les diploides.

En général, lI'activité cytomictique est maximale au début de la prophase | en raison du
transfert parallele de facteurs trophiques et de molécules ‘signal’ assurant la synchronisation
de la méiose (Mursalimov et al. 2013). Chez M. sativa, le transfert de la chromatine est
principalement détecté dans la prophase | et rarement dans stades ultérieurs (Bellucci et al.
2003). Dans les échantillons analysés, la cytomixie est observée dans tous les stades allant du
début de la prophase | a I’étape de la microspore. Ces constatations sont similaires a celles de
Ranjbar et al. (2011b) dans Astragalus cyclophyllos, de Jeelani et al. (2012) dans Lotus

corniculatus et de Kaur et Singhal (2014) dans Nepeta govaniana.

Le transfert de chromatine, a travers un ou plusieurs canaux ou par contact direct entre
deux ou plusieurs cellules, observé dans les populations analysées est également rapporté par
plusieurs auteurs pour d’autres taxons tels que Medicago sativa, Lotus corniculatus et
Astragalus cyclophyllos (Bellucci et al. 2003, Sheidai et Jalilian 2006, Ranjbar et al. 2011b).

Les ponts chromatiques enregistrés dans les echantillons de M. lesinsii, M. rugosa, M.
minima, M. scutellata, M. polymorpha, M. murex, M. intertexta, M truncatula, M. ciliaris, M.
tornata et chez M. doliata sont également signalés a des fréquences variables chez certaines

especes telles que Onobrychis chorassanica (Ranjbar et al. 2010), Trigonella spruneriana
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(Ranjbar et al. 2011a) et Calamagrostis emodensis (Saggoo et Kumari 2013). Dans le genre
Passiflora (Passifloraceae), ce taux peut atteindre 26% (Souza et Pereira 2011). Les ponts
chromatiques pourraient s’expliquer soit par des réarrangements chromosomiques tels que des
inversions paracentriques hétérozygotes (Ruvalcaba-Ruiz et Rodriguez-Garay 2002, Elrod et
Stansfield 2003) soit par une coupure du double-brin sans réparation induite par une mutation

de I’enzyme Spoll (Horlow et Doutriaux 2003).

Les divisions asynchrones observées chez M. intertexta, M. laciniata, M. minima, M.
polymorpha, M. truncatula, M. lesinsii, M. murex, M. rugosa et chez M. scutellata
résulteraient d’une mutation affectant le point de contréle ‘“checkpoint” du fuseau
achromatique (Risso- Pascotto et al. 2003). Dans ce cas, une seule cellule de la dyade
progresse dans le cycle cellulaire tandis que 1’autre défectueuse reste bloquée a la métaphase
Il. Les taux enregistrés pour cette irrégularité sont variables dans les échantillons analysés.
Des taux variables sont également signalés chez de nombreuses espéces de Iégumineuses.
Pour référence, les taux varient de 0,41% a 0,79% chez Trigonella et de 0 a 24,98% chez

Astragalus (Ranjbar et al. 2011a, Ranjbar et Jahanian 2013, Jahanian et Sarpoushi 2014).

Les micronoyaux, l'autre anomalie enregistrée dans nos échantillons, serait causée par
la condensation de la chromatine provenant de la cytomixie ou des fragments de ponts
chromatiques. Ces micronoyaux peuvent étre, ensuite, éliminés par cytokinése ou par
bourgeonnement, produisant des microcytes stériles (Baptista-Giacomelli et al. 2000, Kiihl et
al. 2011). La revue de la bibliographie révele que chez les Angiospermes, le taux de
micronoyaux varie en fonction du niveau de ploidie. Ainsi, chez les taxons diploides, il varie
de 0% chez Trigonella spruneriana a 1,66% chez Astragalus ebenoides (Ranjbar et al. 2011a,
Ranjbar et Jahanian 2013). Toutefois, chez les taxons tétraploides, ce taux peut varier de 0%
chez Astragalus carmanicus a 5,52% chez Vicia pallida (Singhal et Kaur 2011, Jahanian et
Sarpoushi 2014). Chez ’espéce arboricole octopoide Alchornea triplinervia (Euphorbiaceae),
ce taux peut atteindre 9,61% (Godoy et al. 2012).

Les polyades ou cellules multipolaires observées chez M truncatula, M. murex, M.
intertexta, M. scutellata et chez M. rugosa seraient le résultat de plusieurs mutations telles que
ms28 et msl7, qui affectent la formation du fuseau achromatique bipolaire (Albertsen et
Phillips 1981, Golubovskaya et Distanova 1986). Une autre cause avancée par Caetano-

Pereira et Pagliarini (2001) fait référence au role des éléments transposables. Des anomalies
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d'orientation du fuseau sont rapportées chez plusieurs especes telles que Agropyron cristatum,
Carthamus tinctorius, Thunbergia mysorensis, Aloysia lycioides, Zea mays (in Caetano-
Pereira et Pagliarini 2001). Cette anomalie est rapportée & des taux variables dans de
nombreuses espéeces de légumineuses. Nous citons par exemple le taux de 0,13% chez
Onobrychis chorassanica, de 0,32% dans Astragalus carmanicus, et de 10,98% dans Vicia
pallida (Ranjbar et al. 2010, Singhal et Kaur 2011, Jahanian et Sarpoushi 2014).

L’é¢tude de la viabilit¢ du pollen montre une importante variation intra et
interspécifique. Cette variation significative du taux de viabilité est déja signalée au sein des
populations et entre les espéces du genre Medicago (Simon et Millington 1967, Lesins et Erac
1968, Singh et Lesins 1972). Parfois, les hybrides montrent des taux similaires a ceux des

taxons parentaux (Simon et Millington 1967).

Nos échantillons montrent également une importante variation interspécifique de la
taille du pollen. Pour ce caractére, il n'y a pas de données dans la bibliographie pour le genre
Medicago. Cependant pour d'autres espéces, certains auteurs, tels que Kumar et al. (2010),

expliquent cette hétérogénéité de la taille du pollen par la présence d'anomalies méiotiques.

En conclusion, les populations étudiées de Medicago dans la vallée de la Soummam
(Nord-Est de I'Algérie) montrent une meiose réguliére avec la présence exclusive de
bivalents. A la métaphase I, huit bivalents sont détectés chez M. truncatula Gaertn., M.
littoralis Rohde ex Lois., M. intertexta (L.) Miller, M. ciliaris (L.) Krocker, M. arabica (L.)
Huds, M. laciniata (L.) Miller, M. minima (L.), M. doliata Carmign., M. tornata (L.) Mill.,
M. lesinsii E. Small., M. secundiflora Durieu, M. lupulina L. et M. orbicularis (L.) Bart. et 7
bivalents chez M. polymorpha L. et M. murex Will, révélant, ainsi, la nature diploide de ces
especes. Chez M. rugosa et M. scutellata, 15 bivalents sont détectés en métaphase I ; ce qui
indique leur nature tétraploides. Les anomalies meéiotiques relatives a la cytomixie, aux
cellules multipolaires, aux micronoyaux, aux divisions asynchrones et aux ponts chromatiques
semblent étre en corrélation avec la taille et la viabilité du pollen. Ces anomalies méiotiques
constitueraient des mécanismes potentiels & l'origine de la variabilité génétique dans les
populations naturelles du genre Medicago L. Vu cette importante source de matériel
génétique, les espéces de Medicago, notamment les annuelles, peuvent étre utilisés dans les
programmes d’amélioration de la luzerne pour valoriser, améliorer et augmenter la production

agricole.
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La variabilité génétique de trente quatre populations naturelles algériennes du genre
Medicago L. est appréhendée par une approche cytogénétique et par une analyse du pollen.
L’étude repose sur un échantillonnage effectué dans la vallée de la Soummam dans le Nord-
est algérien. Les dix sept especes visées par cette étude sont: M. truncatula Gaertn., M.
littoralis Rohde ex Lois., M. intertexta (L.) Miller, M. ciliaris (L.) Krocker, M. Arabica (L.)
Huds, M. laciniata (L.) Miller, M. minima (L.) et M. polymorpha L., M. doliata Carmign., M.
tornata (L.) Mill., M. lesinsii E. Small,, M. murex Willd, M. rugosa Desr., M. scutellata (L.)
Miller, M. orbicularis (L.) Bart., M. secundiflora Durieu, M. lupulina L.

Les dénombrements chromosomiques effectués sur des cellules méres de pollen en
métaphase [ indiquent I’existence de trois cytotypes chez les populations étudiées. Un
cytotype diploide avec un nombre de base de sept chromosomes (2n=2x=14) est révélé chez
M. murex Willd. et chez M. polymorpha L.. Un autre cytotype diploide avec un nombre de
base de huit chromosomes (2n=2x=16) est retrouvé chez M. truncatula Gaertn., M. littoralis
Rohde ex Lois., M. intertexta (L.) Miller, M. ciliaris (L.) Krocker, M. arabica (L.) Huds, M.
laciniata (L.) Miller, M. minima (L.), M. doliata Carmign., M. tornata (L.) Mill., M. lesinsii
E. Small, M. secundiflora Durieu, M. lupulina L. et M. orbicularis (L.) Bart.. Enfin, un
cytotype a 2n=30 chromosomes (15 bivalents) est révélé chez M. rugosa Desr. et chez M.

scutellata (L.)

Les taxons étudiés présentent un appariement et une ségrégation chromosomique
réguliers en division méiotique. Les cellules meres de pollen analysées ne montrent que des

associations en bivalents. Aucun multivalent ni univalent n’est observé.

De nombreuses anomalies avec des taux relativement élevés (25%) sont détectées,
notamment la cytomixie, les ponts chromatiques, les divisions asynchrones, les micronoyaux
et les cellules multipolaires. L’espéce M. littoralis se distingue par un taux d'anomalies le plus
faible.

L’anomalie la plus commune est la cytomixie. Les espéces M. arabica, M.
polymorpha, M. laciniata et M. minima (Sect. Leptospirae) présentent les taux les plus élevés

dépassant 22,45%. Les autres échantillons montrent des taux variables. La cytomixie est
86



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

observée du début de la méiose jusqu’a la formation de la microspore. Le transfert de
chromatine est effectué soit par un, soit par plusieurs canaux chez toutes les especes

analysées. Il se produit également par contact direct entre deux ou plusieurs cellules.

Une autre anomalie constatée chez M. lesinsii, M. rugosa, M. minima, M. scutellata,
M. polymorpha, M. murex, M. intertexta, M truncatula, M. ciliaris, M. tornata et M. doliata
correspond aux ponts chromatiques a des taux allant de 0,12 % chez M. lesinsii a 2,03% chez
M. doliata.

Les divisions asynchrones notées en anaphase Il chez M. intertexta, M. laciniata, M.
minima, M. polymorpha, M. truncatula, M. lesinsii, M. murex, M. rugosa et chez M. scutellata
présentent des taux variant de 0,03% a 1,32%.

Les micronoyaux sont observés chez M. minima, M. secundiflora, M. lupulina, M.
murex, M. rugosa, M. lesinsii, M. scutellata, M. orbicularis, M. doliata, M. intertexta, M.

tornata et chez M. truncatula.

La derniére anomalie détectée dans les taxons analysés est sous forme de cellules
multipolaires. Dans ce cas, le produit méiotique ultime correspond aux polyades au lieu de
tétrades. Cette anomalie est observée uniquement chez M truncatula, M. murex, M. intertexta,

M. scutellata et chez M. rugosa.

Pour le caractére viabilité pollinique, une variation intra et interpopulation est notée.
M. littoralis présente le taux le moins variable avec un pourcentage de 99,14%. En revanche,
M. laciniata montre une variabilité importante allant de 0 a 99,54% avec une valeur moyenne
relativement basse (83,65%).

Le taux de la viabilité¢ pollinique semble inversement proportionnel aux taux

d’anomalies méiotiques avec un coefficient de Pearson de - 0,74 (p = 0,05).

La taille moyenne du pollen varie de 379,76 pm?+ 53,37 chez M. lupulina a 1074,93
um? + 72,32 chez M. littoralis. M. laciniata montre des grains de pollen de taille hétérogéne;
avec un coefficient de variation de 20,53%. Il convient de noter que M. littoralis avec son
taux le plus faible d’anomalies se distingue des autres espéces par la grande taille et

I'nomogénéité de son pollen.
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De nombreuses questions demeurent encore sans réponse concernant [I'histoire
évolutive de Medicago L. tel que ’origine de certaine cytotypes a 2n=2x=14 et ’origine du
cytotype a 2n=30. L’utilisation des techniques de cytogenétiques moléculaires avancées
(FISH, GISH) pourrait clarifier les relations génomiques entre les especes et détecter les
réarrangements structuraux des chromosomes. Des expériences systématiques de GISH
pourraient aider a identifier les géniteurs de M. rigidula, M. constricta, M. praecox, M.
polymorpha et M. rigiduloides qui sont a 2n=2x=14 et dont les origines sont encore
inconnues. En outre, une combinaison de caractéristiques caryotypiques, y compris les
emplacements des sites d'ADNr, pourrait aider a détecter des rearrangements
chromosomiques importants impliqués dans les changements de caryotype ayant conduit a la
dysploidie descendante dans la ligné polyploide M. rugosa / M. scutellata.
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Résumé

Dix-sept especes du genre Medicago L. échantillonnées dans la vallée de Soummam
(Nord-Est de I'Algérie) ont fait I’objet d’une analyse cytogénétique et d’analyses de la
viabilité et de la taille du pollen. Le dénombrement chromosomique, effectué sur des méioses
polliniques au stade métaphase I, montre que les taxons étudiés sont tous diploides sauf M.
rugosa et M. scutellata qui sont tétraploides et présentent un appariement en bivalents avec
une ségrégation chromosomique réguliere. Bien que la méiose semble réguliere, certaines
anomalies sont détectées avec des taux cumulés relativement élevés (14,66% —25,39%).
L'anomalie méiotique la plus observée, ici, est liée a la cytomixie (de 14,66% chez M.
littoralis a 25,19% chez M. laciniata). D’autres anomalies sont également détectées a des taux
moins éleves, notamment des ponts chromatiques, des divisions asynchrones, des
micronoyaux et des cellules multipolaires. Par conséquent, les espéces présentent des taux
variables de viabilité pollinique (de 83,65 % chez M. laciniata a 99,14% chez M. littoralis) ;
la viabilité du pollen étant negativement corrélée aux anomalies méiotiques (coefficient de
corrélation de Pearson R = —0,74, p = 0,05). Les grains de pollen sont également de taille
hétérogéne. M. laciniata (L.) Miller présente une taille de pollen la plus variable (écart type
relatif supérieur a 20%). M. littoralis se distingue des autres espéces par 1’homogénéité et la
grande taille de son pollen (écart type relatif RSD = 6,73%). Les données de la cytogénétique
et du pollen obtenues dans cette étude sont discutées dans un contexte taxonomique et dans la

perspective de I'amélioration génétique.

Mots clés: Nombres chromosomiques, Medicago L., irrégularités méiotiques,

microsporogéneése, taille du pollen, viabilité pollinique, Vallée de la Soummam.



Summary

A cytogenetic study is carried out on seventeen sampled species of the genus
Medicago L. from the Soummam valley (northeastern Algeria). Chromosome numbers and
meiosis irregularities during microsporogenesis were explored. Pollen viability rate and pollen
size were also examined. The studied taxa are diploid except M. rugosa and M. scutellata
which are tetraploid and display bivalent pairing with regular chromosomes segregation
during meiosis. Although meiosis appears regular, some anomalies were detected in relatively
high cumulated rates (14.66%-25.39%). The most common meiotic abnormality examined
here is related to cytomixis (from 14.66% in M. littoralis to 25.19% in M. laciniata). Other
anomalies were also detected, including chromatic bridges, asynchronous divisions,
micronuclei and multipolar cells. Consequently, the species exhibited varying percentages of
pollen viability (from 83.65% in M. laciniata to 99.14% in M. littoralis). Pollen viability was
negatively correlated with meiotic abnormalities (Pearson correlation coefficient R = —0.74, p
= 0.05). The pollen grains were also heterogeneous in size. M. laciniata (L.) Miller presented
the most variable pollen size (relative standard deviation exceeding 20%). M. littoralis is
distinguished from other species by possessing homogeneous and large sized pollen (relative
standard deviation RSD = 6.73 %). The cytogenetic and pollen data provided by this study are

discussed in the context of species systematics and in the perspective of genetic improvement.

Keywords: chromosome numbers, Medicago L., meiotic abnormalities, microsporogenesis,

pollen grain area, pollen viability, Soummam Valley
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Résumé

Dix-sept espéces du genre Medicago L. échantillonnées dans la vallée de Soummam (Nord-Est de 1'Algérie) ont fait 1’objet
d’une analyse cytogénétique et d’analyses de la viabilité et de la taille du pollen. Le dénombrement chromosomique, effectué sur des méioses
polliniques au stade métaphase I, montre que les taxons étudiés sont tous diploides sauf M. rugosa et M. scutellata qui sont tétraploides et
présentent un appariement en bivalents avec une ségrégation chromosomique réguliére. Bien que la méiose semble réguliére, certaines
anomalies sont détectées avec des taux cumulés relativement élevés (14,66% —25,39%). L'anomalie méiotique la plus observeée, ici, est liée a
la cytomixie (de 14,66% chez M. littoralis a 25,19% chez M. laciniata). D’autres anomalies sont également détectées a des taux moins
élevés, notamment des ponts chromatiques, des divisions asynchrones, des micronoyaux et des cellules multipolaires. Par conséquent, les
especes présentent des taux variables de viabilité pollinique (de 83,65 % chez M. laciniata a 99,14% chez M. littoralis) ; la viabilité du pollen
étant négativement corrélée aux anomalies méiotiques (coefficient de corrélation de Pearson R = —0,74, p = 0,05). Les grains de pollen sont
également de taille hétérogene. M. laciniata (L.) Miller présente une taille de pollen la plus variable (écart type relatif supérieur a 20%). M.
littoralis se distingue des autres espéces par I’homogénéité et la grande taille de son pollen (écart type relatif RSD = 6,73%). Les données de
la cytogénétique et du pollen obtenues dans cette étude sont discutées dans un contexte taxonomique et dans la perspective de I'amélioration

génétique.

Mots clés: Nombres chromosomiques, Medicago L., irrégularités méiotiques, microsporogénese, taille du pollen, viabilité pollinique, Vallée

de la Soummam.

Summary

A cytogenetic study is carried out on seventeen sampled species of the genus Medicago L. from the Soummam valley
(northeastern Algeria). Chromosome numbers and meiosis irregularities during microsporogenesis were explored. Pollen viability rate and
pollen size were also examined. The studied taxa are diploid except M. rugosa and M. scutellata which are tetraploid and display bivalent
pairing with regular chromosomes segregation during meiosis. Although meiosis appears regular, some anomalies were detected in relatively
high cumulated rates (14.66%-25.39%). The most common meiotic abnormality examined here is related to cytomixis (from 14.66% in M.
littoralis to 25.19% in M. laciniata). Other anomalies were also detected, including chromatic bridges, asynchronous divisions, micronuclei
and multipolar cells. Consequently, the species exhibited varying percentages of pollen viability (from 83.65% in M. laciniata to 99.14% in
M. littoralis). Pollen viability was negatively correlated with meiotic abnormalities (Pearson correlation coefficient R = —0.74, p = 0.05). The
pollen grains were also heterogeneous in size. M. laciniata (L.) Miller presented the most variable pollen size (relative standard deviation
exceeding 20%). M. littoralis is distinguished from other species by possessing homogeneous and large sized pollen (relative standard
deviation RSD = 6.73 %). The cytogenetic and pollen data provided by this study are discussed in the context of species systematics and in

the perspective of genetic improvement.

Keywords: chromosome numbers, Medicago L., meiotic abnormalities, microsporogenesis, pollen grain area, pollen viability, Soummam
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