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Résumé  

 

La salinité des sols est l'un des facteurs limitant la production végétale. L’introduction et l’amélioration des 

légumineuses comme le genre Medicago, s’avère très important dans l’amélioration de la productivité pour la fertilisation 

naturelle des sols.  

Avant d’entamer la partie expérimentale de la thèse, nous avons effectué une recherche bibliographique qui décrit 

l’approche biologique de l’adaptation à la salinité de Medicago truncatula Gaertn., du point de vue génétique et 

physiologique. 

Dans cette étude, nous avons évalué la variabilité de quatre génotypes appartenant à la plante modèle M. truncatula 

sous quatre concentrations de stress salin ( 0 , 68 , 102 et 137 mM ) de NaCl. Afin d'évaluer le degré de sensibilité de la 

radicule, on a mesuré la longueur de la radicule par rapport à longueur de la tige. Les résultats ont montré que les génotypes    

Tru 131 et Tru 673, sont plus tolérants au stress salin que les génotypes jugés sensibles Tru 26 et Jemalong qui ont un ratio 

élevé et avec une faible teneur en protéines de réserves. Nous avons conclu que le génotype tolérant Tru 131 au stress salin, 

riche en protéines et avec un poids élevé de graines peut être cultivé dans les zones salines et semi-arides en Algérie et la 

Méditerranée afin d’améliorer la productivité de ces légumineuses. Bien que le génotype Tru 673 avait une vigueur très 

faible des graines, il semble tolérant (un ratio faible) alors qu’il provient de «graines âgées ». Ces données supplémentaires 

ont montré l'influence de la qualité des graines sur la vigueur des semences et la croissance des racines car les graines 

contiennent toutes les ressources génétiques de la plante.  

Les protéines de réserves de ces quatre génotypes ont été séparées par électrophorèse en SDS-PAGE afin 

d’identifier les bandes protéiques comme marqueurs de tolérance au stress salin. Au total, 20 bandes protéiques de poids 

moléculaire allant de 10 à >80 kD ont été enregistré. Parmi ces génotypes, le génotype tolérant Tru 131 représente un 

maximum de bandes protéiques. Le regroupement (clustering) par UPGMA a révélé une variabilité entre les génotypes 

étudiés et sont assemblés en trois groupes. La variabilité des profils protéiques suggèrent que les génotypes sélectionnés 

peuvent être une source d’amélioration des cultures au travers des programmes d’hybridation. 

L’analyse de l’aptitude germinatif durant la croissance des jeunes plants chez les deux génotypes contrastés 

appartenant à l’espèce modèle M. truncatula, a montré un taux de germination et un indice de tolérance élevé chez Tru 131 

par rapport à Jemalong. L’analyse des protéines solubles, a présenté une synthèse élevée en protéines solubles durant 

l’application du stress salin chez le génotype tolérant Tru 131 par rapport à Jemalong.  

L’étude et l’analyse de la partie racinaire a été étudiée chez ces deux génotypes. Elle a montré que le génotype 

tolérant T131 exprime une meilleure croissance racinaire par rapport à celui de Jemalong et une activité gayacol peroxydase 

élevée, cet enzyme a un rôle protecteur contre les molécules (ROS) accumulées lors d’un stress oxydatif. Enfin, l’analyse des 

antioxydants dans le cas d’une salinité élevée montre une augmentation des quantités d’Ascorbate (ASC-DHA) et de 

Glutathion (GSH-GSSH) chez le génotype tolérant T131.  

Au niveau moléculaire et afin de positionner 9 nouvelles accessions appartenant à l’espèce modèle Medicago 

truncatula par rapport aux deux génotypes contrastés au stress salin (Tru 131 et Jemalong), une analyse moléculaire en 

utilisant quatre marqueurs EST-SSR a été effectuée. Les résultats ont montré une diversité génétique modérée chez les 

différentes accessions de Medicago truncatula, étudiées. Ce travail nécessite une caractérisation agronomique vis-à-vis du 

stress salin afin de trouver des relations entre les marqueurs EST-SSR et le phénotype pour la tolérance au stress salin. 

 

Mots clés :  

Medicago truncatula Gaertn. - Stress salin - Germination - Antioxydants (ASC,GSH) - Marqueurs Moléculaires EST-SSR  

 

 

 



 

 

 

 

 

Summary  

 

Soil salinity is an important abiotic stress which significantly affects seedling growth and seed quality. Legumes are very 

important plants both ecologically and agriculturally because they are able to interact symbiotically with rhizobia for 

biological nitrogen fixation.  

Before beginning the experimental part of the thesis, we conducted a bibliographic search that describes the biological 

approach to adaptation to salinity of Medicago truncatula Gaertn., Genetic and physiological standpoint. 

In order to have more information on early seedling development under salinity stress, it will be interesting to examine 

radicle growth in comparison to plumule elongation under different salinity stress conditions. In this study, we assessed the 

variability of four genotypes of the plant model Medicago truncatula under four levels of salt stress (distilled water as control 

0, 68, 102 and 137 mM) of sodium chloride (NaCl) solution. In order to evaluate the degree of radicle sensitivity, we 

measured the plumule length to radicle length ratio. Also, we investigated the relationship between storage protein content, 

seed weight and salinity tolerance degree. The results show that Tru 131 and Tru 673 genotypes, with a low ratio and high 

storage protein content, are more tolerant to salinity stress than the sensitive genotypes Tru 26 and Jemalong. We concluded 

that the most tolerant genotype Tru 131 with rich protein and high seed weight can be cultivated in saline and semi-arid areas 

in Algeria and Mediterranean regions to improve the legumes productivity. Although, the genotype Tru 673 that had a low 

seed vigour, appear tolerant (low ratio) despite coming from ‘aged seeds’. This additional data shows the influence of ‘aged 

seeds’ on seed vigour and root growth because seeds contain all of the genetic resources of the plant. 

Seed storage proteins from four genotypes of the plant model Medicago truncatula were electrophoretically separated by 

SDS-PAGE in order to find protein bands as markers for genotypes characterization in relation to salt stress. A total of 20 

protein bands with molecular weight ranging from 10 to > 80 kD were recorded. Among the genotypes, the tolerant genotype 

(Tru 131) represented maximum number of protein bands. The clustering by UPGMA showed variability between the 

genotypes studied and are assembled into three groups. The variability of protein profiles suggested that these selected 

genotypes can be a good source for crop improvement through hybridization programs. 

The data analysis of germination aptitude showed that the Tru 131 genotype had the best germinatif ability, compared to 

(Jemalong). The soluble protein analysis, showed a high protein synthesis during salt stress application in the tolerant 

genotype compared to the sensitive one (Jemalong).   

The results showed also that the tolerant genotype T131 expresses a better root growth compared to Jemalong with a 

high guaiacol peroxidase activity, which has a protective role against the molecules (ROS) accumulated during oxidative 

stress. The analysis of antioxidants in the case of high salinity shows increasing quantity of ascorbate (ASC-DHA) and 

Glutathione (GSH-GSSG) in the tolerant genotype T131. 

At the molecular level and in order to position 9 new accessions of the model species Medicago truncatula compared to 

the two contrasting genotypes to salt stress (Tru 131 and Jemalong), molecular analysis using four EST-SSR markers was 

performed. The results showed a moderate genetic diversity among different accessions of Medicago truncatula studied. This 

work requires an agronomic characterization with salt stress in order to find relationship between the EST-SSR markers and 

phenotype for salt stress tolerance 

 

Keys words : 

Medicago truncatula Gaertn.- Salt Stress - Germination - Antioxydants (ASC,GSH) - Molecular Markers (EST-SSR)  
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INTRODUCTION GENERALE 

 

La luzerne est une plante herbacée de la famille des Fabacées (Papilionacées). Elle est 

cultivée essentiellement pour la production de fourrage, en culture pure ou en mélange, le plus 

souvent avec des graminées (dactyle, fétuque ou brome).  

Medicago truncatula Gaertn est une légumineuse modèle annuelle originaire du pourtour 

méditerranéen (Prosperi et al. 1993). Cette espèce est l'une des plantes fourragères les plus 

répandues dans le monde avec 33 millions d'hectares en culture pure. Sa culture présente un intérêt 

agronomique important qui repose sur un bon rapport production / valeur nutritive du fourrage.  

La capacité à pouvoir fixer l'azote atmosphérique via la mise en place d'une symbiose avec 

Rhizobium meliloti au niveau racinaire fait que cette culture ne nécessite pas d'engrais azoté 

(Spaink, 2000 ; Perret et al. 2000). Sa composition en acides aminés est en outre bien équilibrée. 

Les acides aminés essentiels pour l'alimentation animale sont tous présents dans la matière azotée 

de cette plante. Enfin, et de manière plus récente, elle est utilisée pour la production de molécules 

d'intérêt pharmacologique lui conférant un attrait industriel non négligeable.  

 La salinité des sols est l'un des facteurs limitant la production végétale. L’introduction et 

l’amélioration de ces légumineuses, s’avère très important pour la fertilisation naturelle des sols. 

En particulier, le rendement de cette légumineuse présente différents degrés de sensibilité 

au stress salin. Bien que les effets des stress dépendent du stade de développement de la plante, 

des techniques culturales et des conditions climatiques et édaphiques, plusieurs critères 

physiologiques, biochimiques et moléculaire ont été proposés pour un tri à grande échelle avant 

les essais de mise en culture en champ. Ceci, correspond à des tests qui reposent sur certains traits 

précis biochimique, physiologique et moléculaire qui sont directement corrélés à la tolérance aux 

stress abiotiques.  

Medicago truncatula est largement utilisé comme une plante légumineuse modèle pour 

comprendre la tolérance aux stress abiotiques (Young et Udvardi, 2009). Ainsi, la longueur de la 

racine et de la tige fournissent des indications importantes de la réponse de la plante au stress salin 

(Jamil et Rha, 2004). La compréhension de la relation entre le développement des jeunes plants, 

les conditions environnementales et la qualité des graines au niveau physiologique et agronomique 

sont des objectifs fondamentaux de la science des semences (Bláha et Pazderů, 2013).  

Les protéines qui s'accumulent dans les plantes dans des conditions salines peuvent fournir 

une forme de stockage de l'azote qui est réutilisée plus tard (Singh et al, 1987 ; Pareek et al. 1997), 

et jouent un rôle dans l'ajustement osmotique. Il est intéressant de rechercher une relation entre la 

teneur en protéines de réserves et la tolérance au stress salin.  
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Les graines de Medicago truncatula accumulent une large quantité de protéines à la 

maturité jusqu’à 32 - 42 % du poids sec (Djemel et al. 2005). Ce genre de protéines sont 

considérés comme des facteurs influençant sur la diversité génétique (Rodrigues-Quijano et al. 

2001). Ils sont polymorphes et extrêmement stables (Valero et al. 2009). La méthode SDS-PAGE 

est une technique adéquate pour différencier les variétés et sont utilisés avec succès dans 

l’évaluation de la diversité génétique (Sharma and Maloo, 2009).  

La salinité élevée affecte les plantes causant un stress hyper-osmotique et un déséquilibre 

ionique, générant des effets secondaires comme l’accumulation des éléments (ROS : reactive 

oxygen species) très toxique pour la plante (Hasegawa et al. 2000, Zhu 2001). Les enzymes 

antioxydants jouent un rôle crucial dans la protection des tissus des plantes sous condition de 

stress abiotiques (Fotopoulos et al. 2010). L’étude au niveau racinaire de ces enzymes 

antioxydants est importante dans la compréhension de la tolérance à la salinité chez Medicago 

truncatula.  

Au niveau moléculaire, des méthodes fondées sur l’amplification enzymatique in vitro de 

fragments d’ADN spécifiques par la technique PCR, ont été appliquées chez les « Medics » pour 

l’analyse du polymorphisme sur l’ensemble du génome, qu’il soit ou non traduit en protéines. Les 

microsatellites (SSR) sont les plus utilisés en génétique. Récemment, on utilise les étiquettes 

de séquences exprimées de microsatellites appelés EST-SSRs. Ce sont des ressources importantes 

pour l’investigation de la diversité génétique et le développement moléculaire. Ce sont des 

marqueurs utiles pour des applications divers en génétique et amélioration des plantes car ces 

marqueurs montrent une variation dans la partie exprimée dans le génome. Les amorces EST-SSR 

sont connues d’être moins polymorphes comparés avec les SSRs génomiques dans le domaine 

végétale à cause de la grande conservation des séquences d’ADN dans les régions transcrites 

(Scott et al. 2000). 

Notre travail a pour objectif de sélectionner le génotype le plus tolérant au sel parmi 

différents génotypes de l’espèce Medicago truncatula Gaertn. L’étude a pour but également de 

rechercher un éventuel marqueur physiologique, biochimique (Analyse des antioxydants) et 

moléculaire (EST-SSR). 

 

Notre thèse s’organise en six chapitres : 

 

Le premier chapitre est une synthèse bibliographique relative à la biologie de l’adaptation à 

la salinité de Medicago truncatula Gaertn. qui comprend cinq facettes : Les légumineuses, le 

modèle Medicago truncatula Gaertn., l’adaptation des légumineuses au stress hydrique et salin, 

variabilité génétique des plantes, aspect génomique de Medicago truncatula Gaertn. 
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Dans le deuxième chapitre, nous abordons l’effet du stress salin sur le développement des 

jeunes plants des différents génotypes de Medicago truncatula, et rechercher une relation entre le 

poids et la teneur en protéines de réserves des graines de départ et la tolérance au stress. 

Le troisième chapitre à pour objet l’analyse de la diversité génétique des protéines de 

réserves par électrophorèse.  

Le quatrième chapitre, est consacré à l’analyse du comportement de deux génotypes 

contrastés de Medicago truncatula vis-à-vis du stress salin 

Dans le cinquième chapitre, nous tontons la caractérisation physiologique et biochimique 

de la racine chez les deux génotypes contrastés de Medicago truncatula sous stress salin.  

Enfin, le sixième chapitre, fait l’objet d’une analyse de la diversité génétique de différents 

écotypes de Medicago truncatula par des marqueurs moléculaires de type EST-SSR.   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 1  

 

Biologie de l’Adaptation à la Salinité  

de Medicago truncatula Gaertner :  

Revue bibliographique  
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Biologie de l’Adaptation à la salinité de Medicago truncatula Gaertner 

 

Afin de contribuer efficacement à la lutte contre les changements climatiques, la culture 

des légumineuses s’avère une bonne alternative pour contrer les aléas de l’environnement tels 

que les stress biotiques et abiotiques. Comme reine des fourragères, la luzerne annuelle 

(Medicago truncatula Gaertner) est l'une des plantes modèles les plus répandues dans le monde. 

Nous allons aborder dans ce chapitre, les caractéristiques biologiques de ce genre                       

de légumineuse et leurs intérêt agronomique, ainsi que les mécanismes d’adaptation à la salinité 

des sols qui touche beaucoup notre pays et le aussi le pourtour méditerranéen. 

 

1. Les légumineuses 

 

Les légumineuses (Fabacées) sont une grande famille très diversifiée qui comprend       

des plantes herbacées annuelles jusqu´à des arbres pérennes (Fig 1). Ces plantes sont                 

des composantes essentielles dans les écosystèmes terrestres dû à leur capacité à fixer l’azote 

atmosphérique dans les nodules symbiotiques, et elles sont donc d’excellents colonisateurs        

des environnements pauvres en azote.  

Le partenaire bactérien de cette symbiose, appartenant à la famille des Rhizobiacées 

réduit l’azote à l’intérieur des nodules grâce à la nitrogénase. L’activité de cette enzyme            

est inhibée par l’oxygène d’où la présence dans les nodules fonctionnels de la leghémoglobine 

régulant les taux d’oxygène libre. L’intérêt agronomique des légumineuses a son origine dans 

cette fixation symbiotique de l'azote qui leur permet de produire en abondance des protéines       

en l’absence de fertilisation azotée. 

Les légumineuses avec plus de 18,000 espèces sont la troisième plus grande famille        

de plantes supérieures et la deuxième plus importante pour les pâturages d´intérêt agricoles, 

après les poacées (graminées) qui incluent la canne à sucre et les céréales tels maïs, riz, blé, orge, 

avoine, seigle et millet (Young et al. 2003 ; de Faria et al. 1989). La capacité de différencier des 

nodules sur leurs racines hébergeant des bactéries symbiotiques capables de fixer l’azote a été 

démontrée pour 88% des espèces examinées jusqu´à ce jour (de Faria et al. 1989).  

Depuis le début de la civilisation, les graines et gousses (fruits spécifiques                      

des légumineuses) ont joué un rôle très important dans l’alimentation humaine, car elles 

constituent une source de protéines (légumineuses protéagineuses : le pois, la féverole, le haricot, 

le pois chiche, les lentilles) et de lipides (légumineuses oléo-protéagineuses : le soja                    

et l´arachide). Les légumineuses sont aussi une source importante de fourrage pour les animaux 

(luzerne, trèfle).  
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Fig 1: Classification de la famille des Papilionoideae (Zhu et al. 2005) 
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légumineuses de 

saison fraîche 

légumineuses de 

saison tropicale 
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1.1. L’azote dans la nutrition des plantes 

L’azote est l’un des éléments majeurs de la vie. C’est le quatrième constituant des plantes 

qui est utilisé dans l’élaboration de molécules importantes comme les protéines, les acides 

nucléiques et la chlorophylle. C’est le constituant principal de l’atmosphère terrestre sous forme 

d’azote gazeux (N2) mais les plantes n’ont pas la capacité de l’assimiler directement. Les plantes 

absorbent l’azote dans le sol sous forme de nitrates (NO3
-
) et d’ammonium (NH4

+
). L’importance 

relative de chacune de ces formes dépend de l’espèce végétale et des conditions du milieu. Mais 

les légumineuses peuvent aussi acquérir l’azote grâce à leur aptitude à établir une symbiose avec 

des bactéries du sol collectivement appelées Rhizobium. Dans ce cas, elles ne nécessitent pas 

l'apport d'engrais azotés, à la différence des céréales ou des oléo-protéagineux comme le colza     

et le tournesol. La fertilisation azotée des plantes joue donc un rôle important dans 

l'accroissement de l'effet de serre. Cela est ruineux économiquement tout en créant une pollution 

importante car souvent les nitrates sont lessivés lors des pluies et atteignent la nappe phréatique 

(Link et al. 2006). La culture des Légumineuses représente donc le meilleur moyen de produire 

des protéines tout en respectant l'environnement: c’est un bel exemple de culture dans le cadre 

d’une agriculture durable. Chez les espèces fourragères, et plus particulièrement chez la luzerne, 

les acides aminés sont considérés comme étant le pool d'azote le plus rapidement mobilisable, 

tandis que les protéines solubles forment le pool d'azote quantitativement le plus important 

(Ourry et al. 1994). 

 

1.3. Teneur en protéines 

Dans l’alimentation humaine, les légumineuses et les céréales constituent deux sources       

de protéines complémentaires. En effet les protéines provenant des céréales sont déficientes       

en Lysine, et les légumineuses à graines sont déficientes en acides aminés sulfurés                       

et en tryptophane (Wang et al. 2003). C’est pour cette raison que dans la majorité des centres        

de domestication, les légumineuses et les céréales ont été associées (Gepts, 2004). Graham         

et Vance (2003) estiment que les légumineuses fournissent pour l’Homme environ le 1/3 des 

protéines alimentaires. Pour le cheptel, les légumineuses fourragères représentent une source 

d’alimentation riche en protéines, fibres et énergie. Elles sont à la base de la production de lait       

et de viande (Russelle, 2001). La luzerne (Medicago sativa L) représente le fourrage le plus 

répandu dans les zones à climat tempéré (Russelle, 2001). Cette plante apporte de nombreux 

éléments à la ration donnée aux animaux. Elle leur fournit d'abord une part importante des 

protéines nécessaires à leur croissance, de la Bétacarotène et des fibres indispensables                  

à la digestion chez le ruminant. D’autres espèces sont aussi importantes pour le pâturage dans    

les zones tempérées comme les trèfles (Trifolium spp.), le lotier (Lotus corniculatus L), le melilot 

(Melilotus spp.) et la vesce (Vicia spp.).  
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Ces espèces sont largement représentées autour du Bassin Méditerranéen. Certaines d’entre 

eux peuvent jouer un rôle important dans l’amélioration de la production pastorale et/ou 

fourragère. Lotus creticus présente une bonne résistance au sel et peut supporter les eaux 

saumâtres (Foury, 1954). 

 

1.4. Les légumineuses dans les systèmes de culture 

Utilisées en rotation ou en association dans les systèmes de culture, les légumineuses 

apportent une certaine contribution en azote en fixant et en intégrant une partie de l’azote 

atmosphérique. Les résidus des légumineuses sont plus riches en azote et contribuent à enrichir 

le sol en cet élément. Les cultures succédant aux légumineuses peuvent aussi bénéficier 

indirectement de l’azote fixé par l’entremise des résidus laissés par la légumineuse          

(Chalck, 1998). Il est maintenant bien établi que les précédentes légumineuses augmentent 

généralement les rendements des cultures non fixatrices d’azote mais cet apport d’azote 

atmosphérique n’explique pas toujours les rendements souvent très élevés des cultures succédant 

aux légumineuses. D’autres effets bénéfiques des légumineuses semblent intervenir dans 

l’accroissement des rendements et certains auteurs comme Chalck (1998) préfèrent le terme 

‘effet rotation’ pour désigner cet effet positif des légumineuse sur la culture suivante. Certains 

auteurs attribuent l’effet bénéfique des rotations à l’amélioration des propriétés physiques           

et biologiques des sols et à la capacité de quelques légumineuses à solubiliser des phosphates      

de calcium et le phosphore par leurs exsudats racinaires. 
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2. Le modèle Medicago truncatula Gaertn. 

 

La plus vieille référence connue de culture de la luzerne cultivée (Medicago sativa L) 

date de 1300 ans avant J.C en Turquie. Mais son extension en Europe n’a débuté réellement  

qu’avec l’empire romain (Génier et al. 1992), même si les phéniciens l’ont introduite dans le 

bassin méditerranéen occidental. A la fin du XVỊỊỊ siècle, sa zone de culture est mondiale 

(Michaud et al. 1988). Le genre Medicago fait partie de la famille des Papilionacées. Il existe 

plus spécialement sur l’ensemble du pourtour méditerranéen vingt autres espèces de luzernes 

pérennes à allogamie non stricte, diploïdes ou tétraploïdes, et trente quatre espèces annuelles ou 

« Medics » toutes autogames, et diploïdes à l’exception de deux d’entre-elles (Lesins et Lesins. 

1979). Jusqu´aux années 1990s, il n’existait que deux plantes modèles. La première plante 

modèle Arabidopsis thaliana (L.) Heynh ; de la famille des crucifères, a permis des progrès 

considérables dans la connaissance des bases moléculaires de la biologie des plantes.                 

Le séquençage de son génome (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), a permis d’avoir des 

outils de génétique et de génomique disponibles pour accélérer la recherche. Arabidopsis 

thaliana au fait de sa petite taille, son petit génome nucléaire, son cycle phénologique et sa très  

grande production de graines. La deuxième plante modèle fut le riz pour les monocotylédones 

(céréales) qui sont le groupe de plantes cultivées le plus largement. Cependant, ces deux espèces 

ne sont pas suffisantes pour représenter toute la diversité biologique du monde végétal (Adam, 

2000). Il fallait surtout trouver une plante représentative d´un des taxons végétaux les plus 

importantes : les légumineuses. Ni Arabidopsis ni le riz ne font des symbioses fixant l’azote 

atmosphérique.  

De plus, contrairement à la majorité des espèces végétales, Arabidopsis est incapable 

d’établir une symbiose mycorhizienne. Dans l’objectif d’avoir un système génétique simple pour 

les légumineuses, Medicago truncatula a été choisie comme espèce modèle par de nombreux 

laboratoires. Au contraire de la majorité des légumineuses, M. truncatula est bien accessible aux 

outils moléculaires et aux analyses génétiques. Elle est donc adaptée à l’étude des mécanismes 

biologiques des grandes fonctions spécifiques aux légumineuses. 

La luzerne tronquée (Medicago truncatula Gaertn. = Medica. Tribuloides Dsr.) est une 

espèce végétale herbacée des régions méditerranéennes. Elle appartient à la famille botanique 

des Fabacées, plus couramment nommées Légumineuses ou Papilionacées. Cette famille 

rassemble environ 650 genres et 20.000 espèces (Doyle et Luckow, 2003). Ces plantes peuvent 

être des arbres (ex :Cytise), des arbustes (Genêt), des lianes (Glycine) ou des plantes herbacées 

(Trèfle). Le regroupement en famille est établi par phylogénie moléculaire basée sur la variabilité 

de marqueurs chloroplastiques. La proximité génétique induit une morphologie commune.  
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Elle a d’ailleurs été le premier critère de classification des espèces végétales, établi par 

Linné au XVIIIe siècle.  

C’est une plante annuelle herbacée, ramifiée au port souvent rampant de 15 à 80 cm                

de long. Elle porte des feuilles trifoliolées. Ses petites fleurs jaunes de 5 à 8 mm donnent après 

autofécondation des gousses cylindriques très dures, renfermant 4 à 6 graines. Les spires 

jointives de la gousse portent des épines recourbées perpendiculaires au plan des spires.           

Les graines de cette plante ont une durée de vie importante supérieure à 40 ans, et une dormance 

qui peut être levée facilement (Lesins et Lesins, 1979). Selon ces mêmes auteurs, M truncatula      

a un cycle de vie court qui varie de 2 à 3 mois. C’est une espèce prolifique puisque chaque plante 

produit 500 à 1000 graines. Elle peut être également multipliée aisément par bouturage.         

Cette espèce possède un habitat variable. Elle prédomine au niveau des stations sèches, des sols 

lourds, marneux ou argileux. 

Chez les Légumineuses, l’organe reproducteur est commun à toutes les espèces : la fleur 

présente une corolle papilionacée et évolue en fruit de type gousse. Une particularité importante 

des Légumineuses est leur relation vis-à-vis de l’azote. De manière générale, les plantes utilisent 

l’azote minéral puisé dans le sol, essentiellement sous forme nitrique (NO3). En plus de cette 

source, les légumineuses fixent l’azote gazeux atmosphérique (N2). Plus exactement, ce sont les 

bactéries telluriques du genre Rhizobium, vivant en symbiose avec la plante qui sont capables      

de cette fixation. La plante crée un micro-habitat favorable au développement bactérien.           

Les bactéries sont abritées dans les tissus racinaires, le tout formant des nodosités. 

Communiquant directement avec les vaisseaux conducteurs, les bactéries reçoivent les éléments 

carbonés issus de la photosynthèse.  

Elles fournissent à la plante l’azote réduit sous forme ammoniacale (NH4), issu               

de l’activité de l’enzyme nitrogénase. Le fonctionnement de cet enzyme est favorisé par               

la réduction de la teneur en dioxygène au niveau des nodosités, grâce à la présence                     

de la leghemoblobine (LegHb), hémoprotéine typique proche de l’hémoglobine, qui fixe             

le dioxygène. La partie protéique de la LegHb est synthétisée par la plante et l’hème par la 

bactérie.  

D’un point de vue économique, les Légumineuses occupent une place importante.          

Les pois, les haricots et les lentilles, par exemple, sont consommés pour leur intérêt nutritionnel, 

qui consiste notamment en apport protéique. Les oléoprotéagineux tels que l’arachide et le soja 

sont une source d’huile et de tourteau protéique pour l’industrie agroalimentaire. La luzerne         

et le trèfle sont utilisés dans l’alimentation animale comme fourrage. En agriculture, dans un 

système de rotation de culture, les Légumineuses permettent de fertiliser les sols en azote, 

limitant les apports d’engrais industriels / artificiels / polluant la nappe phréatique. 

 

 



Chapitre 1 : Revue bibliographique 

10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2 :  Fleurs, feuilles, gousses et graines chez la légumineuse modèle Medicago truncatula Gaertn. 

 ( http://www.tela-botanica.org/) 
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2.1. Intérêt Biologique 

Récemment, l’intérêt fut focalisé sur M. truncatula comme système pour examiner la grande 

richesse de production de métabolites secondaires par les légumineuses (Gepts et al. 2005) et la 

résistance aux maladies (Frugoli et Harris 2001). Cette plante est aussi largement étudiée pour 

analyser le déterminisme des symbioses endomycorhiziennes lui permettant de prélever le 

phosphore du sol (Journet et al. 2001). 

 

2.2. Intérêt Agronomique 

Les espèces annuelles du genre Medicago présentent un intérêt économique très important. 

Ces plantes fourragères sont souvent utilisées dans les systèmes de rotation. L’Algérie se trouve 

parmi les pays qui présentent un besoin réel en fourrage. Le remplacement de la jachère par une 

culture fourragère sans doute assurera une meilleure intégration de l’élevage à l’agriculture. 

Hormis le rôle de fixation d’azote atmosphérique, ces espèces possèdent un système racinaire 

très puissant qui permet l’utilisation des éléments fertilisants sur une profondeur rarement 

atteinte par d’autres cultures. La luzerne est considérée comme une culture améliorante de la 

structure et de la texture du sol. La plupart des espèces annuelles de Medicago sont originaires 

du bassin méditerranéen (Prosperi et al. 1993). Elles possèdent un intérêt agronomique majeur 

pour la production fourragère en zone sèche et pour la suppression ou la diminution                         

de l’épandage d’engrais azotés. Leur intérêt est étroitement lié à leur capacité à se ressemer 

naturellement d'une année à une autre. Cette propriété peut aboutir à une installation pérenne 

adaptée aux aléas climatiques des zones méditerranéennes diminuant ainsi le phénomène 

d’érosion des sols. Par ailleurs, de nombreuses espèces et sous-espèces de Medicago présentent 

aussi des caractères d'intérêt agronomique, qu'il serait souhaitable d'introduire dans la luzerne 

cultivée, tels que la tolérance au pâturage (capacité d’enracinement et de repousse), la résistance 

à la sécheresse, à la salinité et aux maladies. 

 

2.3. Intérêt pour la Recherche en Génétique Fondamentale 

De nombreuses recherches focalisées sur la plante modèle Arabidopsis thaliana ont permis 

des progrès considérables dans la connaissances des bases moléculaires de la biologie                

des plantes ; avec l’achèvement du séquençage du génome d’Arabidopsis, la palette complète 

des outils de génétique et de génomique maintenant disponibles devrait encore accélérer              

le rythme des découvertes. De son coté, le riz fait l’objet de rapides développements génomiques 

en tant que modèle pour les monocotylédones.  
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Cependant, il est clair que ces deux espèces ne suffisent pas pour représenter le monde 

végétal dans toute sa diversité biologique ; Ce fait est particulièrement bien illustré par le cas des 

légumineuses (Fabacées) qui représente l’un des taxons les plus importants, tant du point de vue 

de la biologie et de l’écologie fondamentales que du point de vue agronomique et 

environnemental.  

C’est pourquoi Medicago truncatula est actuellement une plante modèle pour la génétique 

moléculaire des symbioses avec les microorganismes du sol comme les bactéries Rhizobium pour 

la symbiose fixatrice d’azote (Journet et al. 2001). Historiquement, le choix de Medicago 

truncatula résulte d’un programme INRA (1985-1986) dont l’objectif était de définir une espèce 

modèle à l’intérieur du genre Medicago, afin de l’associer à Shinorhizobium meliloti, le 

microsymbiote bien étudié de la luzerne et constituer un système symbiotique modèle plante-

bactérie.  

M. truncatula est une légumineuse annuelle originaire du pourtour méditerranéen             

et proche de la luzerne cultivée M. sativa. Elle est diploïde (2n=16) et autogame, produit des 

graines en abondance avec un temps de génération de 10 à 12 semaines (de graine à graine).       

La taille de son génome est d’environ 500 méga-bases/ une cellule, c'est-à-dire trois à quatre fois 

supérieure à celle d’Arabidopsis thaliana et équivalente à celle du riz. La biodiversité de l’espèce 

M. truncatula est caractérisée par une forte variabilité morphologique et génétique intra et inter 

populations et par une importante homozygotie au niveau individuel.  

Le partenaire bactérien de cette plante modèle est le plus étudié parmi les bactéries 

rhizobiales et le séquençage du génome de la souche de référence de S. meliloti 1021 a été 

achevé (Capela et al. 2001). M. truncatula a permis d’identifier un grand nombre de gènes reliés 

à la symbiose dont certains ont déjà été isolés, séquencés et leur expression étudiée (Gamas et al. 

1996; Ane et al. 2002 ; Amor et al. 2003 ; Lévy et al. 2004). 

 

 2.4.  Corrélation entre la diversité moléculaire et phénotypique 

La question de base est: la variation moléculaire est-elle corrélée avec la variation 

génétique quantitative observée dans les populations biologiques ? Les EST-SSRs sont associés 

avec différents locus qui codent pour des éléments fonctionnels de protéines et servent comme 

éléments de transcription (Kashi et al. 1997). Ils présentent un haut niveau de mutations 

spontanées du nombre de répétitions, ce qui peut causer une variation quantitative dans                

la fonction des protéines et l’activité des gènes. La valorisation des ressources génétiques passe 

par une accumulation de données préalables sur les bases génétiques de caractères agronomiques 

ciblés. Ainsi, plusieurs techniques de phénotypage rapide (ex chez Arabidopsis) sont 

développées pour étudier un grand nombre de génotypes avec des moyens réduits              

(Loudet et al. 2007). 
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Il est établi que Medicago truncatula peut être utilisée pour des approches 

multidisciplinaires reliant des domaines très divers. A long terme, un impact des recherches 

intégrant les informations génétiques et fonctionnelles est attendu pour étendre les connaissances 

appliquées à la recherche agronomique des légumineuses économiquement importantes.  

Ces connaissances permettront une meilleure caractérisation et identification des gènes et 

caractères impliqués dans des résistances aux maladies et liés à une amélioration de la 

productivité des cultures sous différentes contraintes environnementales. 

 

2. 5 . Biologie de la graine chez Medicago truncatula   

La graine est un des facteurs de dissémination des espèces végétales. Elle est issu               

de reproduction sexuée allogame (fécondation croisée entre deux individus) ou autogame 

(autofécondation). L’individu formé est donc différent de la plante mère. Chez beaucoup 

d’espèces, la reproduction végétative complète voire supplante la reproduction sexuée.             

Elle se fait alors à partir de tiges spécialisées (stolons de fraisier, rhizomes de bégonia, tubercules 

de pomme de terre), ou bien de bulbilles, qui se développent sur les côté des bulbes (ail, oignon, 

tulipe…), ou enfin à partir de racines drageonnantes, racine horizontales sur lesquelles                

se développent des tiges dressées (framboisier, prunellier). En revanche, pour de nombreuses 

espèces annuelles, la graine est l’unique vecteur de propagation. C’est le cas notamment pour     

les plantes cultivées que sont le blé, le maïs, le soja… etc. La graine est constituée de plusieurs 

types de tissus d’origines différentes : l’embryon, l’albumen et les téguments (Fig 3). L’embryon 

et l’albumen sont issus de la fécondation. L’embryon, qui représente l’élément principal              

de la graine, est totalement recouvert de l’albumen. Ce dernier constitue, chez les céréales,           

la zone de stockage des réserves nécessaires au développement de la plantule avant l’acquisition 

de l’autotrophie. C’est le cas également pour certaines espèces dicotylédones (graines 

albuminées, ex : ricin) mais pour les autres, ce sont les cotylédons de l’embryon qui assument     

ce rôle (graines exalbuminées).  

A la périphérie de la graine, on retrouve les téguments, enveloppes protectrices plus ou 

moins résistantes. Elles sont d’origine maternelle et dérivent des tissus de l’ovaire (Fig 3). 

La nature des réserves énergétiques varie selon les espèces. Elles peuvent-être 

glucidiques du type amidon, chez le riz par exemple, lipidiques (colza, tournesol…), protéiques 

(luzerne), oléo-protéiques (arachide) ou gluco-protéiques (pois). L’intérêt nutritionnel                

ou industriel des plantes cultivées pour leurs graines réside dans leur capacité à produire            

des substances de réserve. Beaucoup de travaux de recherche ont pour objectif l’amélioration      

de la qualité et de la quantité de ces réserves. La graine est alors considérée comme un produit 

final et non comme une semence, point de départ crucial dans le développement d’une nouvelle 

plante. 
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Fig 3 : Structure de la graine de Medicago truncatula. 
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2.5.1. Phase de maturation de la graine 

Après l’étape de l’embryogénèse survient l’étape de maturation de la graine                    

qui correspond à des processus de préparation à la quiescence et à la germination. La maturation 

débute vers 12 jours après la pollinisation chez Medicago. Elle se caractérise par une croissance 

exercée par extension cellulaire et non plus par prolifération. Les graines verdissent, témoignant 

de l’accumulation de chlorophylle, les cotylédons subissent une endopolyploïdisation,                

les substances de réserves sont synthétisées et stockées dans les tissus. La maturation correspond 

également à l’acquisition du pouvoir germinatif et de la mise en place de la tolérance                   

à la dessiccation. Ces évènements ont lieu respectivement vers 14 JAP et 16-20 JAP chez 

Medicago (Boudet et al. 2006). Les principales protéines de réserve chez les Légumineuses     

sont la légumine (11S) et la viciline (7S). Elles sont codées par une famille multi-génique          

qui comprend au moins quarante membres chez le pois (Casey et al., 1986). Elles sont 

accumulées dans des corps protéiques qui intègrent les vacuoles de stockage protéiques (PSV) 

originaires du Golgi principalement dans les cotylédons mais aussi dans l’axe embryonnaire chez 

le maïs, le soja, le pois et le coton (Alekseeva et Kobarskaya, 1979 ; Tsai, 1979 ; Alekseeva et al. 

1989 ; Vigil and Fang, 1995).  

L’accumulation de ces protéines est régulée dans l’espace mais aussi dans le temps. Chez 

Medicago truncatula, les transcrits de la viciline apparaissent avant ceux de la légumine A 

(Abirached-Darmency et al. 2005). L’accumulation d’ARNm est visible dès 12 jours après 

pollinisation (JAP). A 16 JAP, l’expression des gènes est forte et se répartit de manière 

hétérogène dans les cotylédons, les cellules adaxiales montrant une plus forte accumulation.  

Il existe en effet un gradient de différenciation dans les tissus embryonnaires : les cellules 

cotylédonaires adaxiales, en comparaison avec les cellules abaxiales, sont les premières à ralentir 

leur prolifération et à entrer en différenciation. L’accumulation des protéines dans les graines 

dépend de l’azote disponible. La glutamine et / ou l’asparagine circulant dans le phloème sont 

métabolisées dans les téguments de la graine (Lanfermeijer et al.1990 ; Rochat et Boutin, 1991) 

et les acides aminés distribués principalement sous forme glutamine, thréonine et alanine 

(Lanfermeijer et al.1990). Toutes les graines n’ont pas une capacité identique de tolérer la 

dessiccation. Les graines peuvent perdre jusqu'à 90 % de leur contenu en eau avant d’atteindre le 

stade de dormance (absence d’activité du métabolisme). Cet état leur permet de survivre              

à des conditions extrêmes (ex : hiver) et de favoriser la dispersion de l’espèce. Cependant, cette 

tolérance est perdue dès que la germination se met en place.  
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Des graines de nombreuses espèces ont fait l’objet d’études approfondies, telles que 

Arabidopsis thaliana (Parcy et al. 1994), le coton (Gossipium hirsutum ; Baker et al. 1988), 

l’orge (Hordeum vulgare ; Espelund et al. 1995), le maïs (Zea mays ; Pagès et al. 1993), le ricin 

(Ricinus communis ; Han et Kermode, 1996) et le riz (Orysa sativa ; Mundi et Chua, 1988).     

Un des problèmes majeurs de ce type de système est d’arriver à dissocier les gènes impliqués 

dans la tolérance de ceux impliqués dans le développement.  

Des mécanismes de protection sont mis en place dans les tissus des graines au cours       

de la maturation afin de protéger les structures cellulaires des dommages causés par le retrait      

de l’eau. Il y a une accumulation de sucres, des composés amphiphiles et de protéines 

spécifiques : Heat Shock Protein (HSP) et Late Embryogenesis Protein (LEA). Le métabolisme 

cellulaire est également ajusté pour éviter l’accumulation de composés réactifs de l’oxygène     

(ou ROS : Reactive Oxygen Species) et d’acétaldéhyde. Une des découvertes majeures liées         

à l’utilisation de ce type de système sont les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant).       

Les protéines LEA sont, comme leur nom l’indique, accumulées au cours des phases tardives     

de la maturation des semences (Dure et al. 1981; Galau et al. 1986). Les ARNm de ces protéines 

apparaissent dès le début de la déshydratation des graines et sont accumulés jusqu’à leur 

maturation, pour devenir au final la population de messagers la plus abondante dans les tissus 

déshydratés.                  

La quantité de ces ARNm diminue quelques heures après la réhydratation de l’embryon                                 

(Han et Kermode, 1996). Elles le sont aussi en réponse à divers stress abiotique et à l’ABA 

(Kermode, 1990 ; Skriver et Mundy, 1990 ; Ramanjulu et Bartels, 2002) et chez l’organisme 

anhydrobiote Craterostigma plantagineum (Bartels et al. 1990; Piatkowski et al. 1990). Les 

protéines HSP ont été identifiées chez les graines soumises à un stress thermique           

(Abernethy et al. 1989). Elles sont accumulées à la fin de la maturation comme les protéines 

LEA. 

 

2.5.2. Phase de germination de la graine 

Après la phase de quiescence, voire de dormance, et lorsque les conditions                       

de l’environnement sont favorables, le développement de l’embryon reprend. L’axe 

embryonnaire s’allonge alors dans les deux sens. L’hypocotyle, qui présente un gravitropisme 

négatif, amène le méristème apical et les cotylédons hors de terre. Les cotylédons fournissent les 

réserves énergétiques qui sont alors mobilisées pour la croissance. Ils verdissent, signifiant 

l’acquisition de l’activité photosynthétique avant la mise en place des premières feuilles à partir 

du méristème apical. La radicule, elle, possède un gravitropsime positif et permet au méristème 

racinaire de s’enfoncer pour développer des racines. Elle est la première à se développer au cours 

de la germination chez Medicago truncatula.  
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Entre le stade de graine sèche quiescente et le développement de la plantule existe 

une phase transitoire qui se termine lorsque la radicule perce les téguments.  

A ce moment, la graine est considérée comme germée. La germination est donc 

définie comme la phase transitoire entre le stade graine sèche et l’apparition de la radicule 

(Bewley et Black, 1994). Elle débute avec l’imbibition des tissus. Il est possible de suivre cette 

phase par mesure de la prise d’eau des graines. On distingue alors trois étapes caractéristiques. 

La première correspond à une imbibition rapide au cours de laquelle les tissus se réhydratent 

rapidement. Cette étape est marquée par une forte reprise de l’activité métabolique.  

Les structures et les enzymes nécessaires à cette reprise d’activité sont supposé avoir 

résisté à la déshydratation et être présentes dans les graines sèches (Bewley, 1997). 

La deuxième étape se caractérise par un ralentissement de la prise d’eau et de l’activité 

respiratoire. C’est à ce stade que se préparent les évènements métaboliques associés à 

l’allongement de la radicule. L’émergence de la radicule clôt cette deuxième étape et coïncide 

avec la perte de la tolérance à la dessiccation.  

La troisième et dernière phase correspond à l’allongement de la radicule, une nouvelle 

absorption d’eau et une intensification de l’activité respiratoire due à la biogénèse de 

mitochondries. Cette dernière phase, dite de croissance, amorce la mobilisation des réserves et le 

développement de la plantule ; elle n’est pas considérée comme faisant partie de la germination 

au sens strict. La germination est soumise aux conditions de l’environnement. La présence d’eau 

est nécessaire pour l’hydratation des tissus et pour la croissance des organes. Néanmoins, si l’eau 

vient à manquer après l’imbibition, la graine est capable de subir un nouveau processus                

de déshydratation et d’attendre un prochain afflux d’eau. La capacité germinative reste identique, 

et lorsque les conditions redeviennent favorables, la croissance est plus rapide et, au sein d’un lot 

de graines, la germination est plus homogène. Ce phénomène est exploité en agronomie               

(« amorçage » ou priming) mais présente l’inconvénient d’une diminution de la longévité, 

surtout si les graines ont été séchées rapidement (Soeda et al. 2005).  

En revanche, dès que la radicule a percé les téguments, un retour en arrière est impossible 

et une restriction d’eau conduit à la mort de la plantule (perte de la tolérance à la dessiccation). 

La teneur en oxygène est également importante pour la reprise de l’activité métabolique.          

Même si l’embryon s’est développé dans une atmosphère appauvrie en oxygène, à ce stade, la 

croissance n’est plus possible dans des conditions hypoxiques. Le riz représente cependant une 

exception. Cette espèce germe sous l’eau en développant un coléoptile qui émerge à la surface et 

permet l’apport d’oxygène, les processus fermentaires étant prolongés jusqu'alors         

(Magneschi et Perata, 2009). La cinétique de germination est régulée par la température, 

l’optimum variant d’une espèce à l’autre selon le milieu auquel elle est adaptée. Pour Medicago 

truncatula, cet optimum se situe à 21°C environ.  
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La germination est également influencée par l’éclairement. Selon les espèces, cette 

influence est le plus souvent positive.  

La lumière est perçue par la graine au niveau des phytochromes qui sont impliqués dans 

la modulation des hormones endogènes GA et ABA (Seo et al. 2009). Chez Medicago,               

la condition optimale est l’obscurité et la lumière diminue la vitesse de germination. 

 

2. 6. Mobilisation des réserves chez les plantes 

A la germination des graines, qui requiert une activité enzymatique très importante pour 

la mobilisation des réserves et le développement de l’embryon, on assiste à une reprise des 

synthèses d’enzymes et parallèlement à une synthèse de gibbérellines. Dès la fin de la phase 

d’imbibition, les réserves de l’albumen ou des cotylédons sont mobilisées. Les enzymes 

nécessaires à cette mobilisation sont alors synthétisées en abondance. L’exemple type est celui 

de la libération des sucres à partir de l’amidon de l’albumen des céréales sous l’action des 

gibbérellines, la production d’amylase est fortement stimulée (Heller et al.1993).  

Au cour de la germination des graines (oléagineuses, amylacées et protéagineuses), il y a 

mobilisation des réserves par différentes hydrolases, lipases et / ou protéases dans une 

chronologie qui reste à déterminer. Selon les espèces, ces réserves peuvent être majoritairement 

de nature glucidique, lipidique et/ ou protéiques. Chez les oléagineuses les travaux ont surtout 

concernés les lipases dégradant les lipides de réserves, enzymes qui ne s’expriment pas ou peu 

durant les premiers 24 heures d’imbibition et devenant actives de façon intense durant la période 

de germination sensu stricto (Khemiri. H et al. 2004). Turk et al. (2002), ont montré l’intérêt de 

l’analyse protéomique des graines d’Arabidopsis thaliana pour la compréhension du processus 

de germination.  

L’étude de la cinétique de germination a montré que l’embryon stocke des protéines et 

des ARN messagers, l’expression des protéines a été étudiée et différentes protéines sont 

définies : des protéines de niveau constant, des protéines dont le niveau s’accroît ou diminue lors 

de la germination et celles dont le niveau varie lors de la protrusion de la radicule. De manière 

générale, après un jour de germination, les protéines du cytosquelette augmentent ; par la suite, 

les niveaux enzymatiques s’accroissent, les protéines impliquées sont en majorité des enzymes 

du métabolisme, de même, il est observé une augmentation des protéines du stress. 
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3. Adaptation des légumineuses au stress hydrique et salin 

 

Le climat méditerranéen est caractérisé par des périodes de sécheresse erratiques 

imprévisibles, ce qui limite considérablement les productions végétales (Adda et al. 2005). 

Dans cette section, il sera fait une revue des caractères utilisables pour améliorer 

l’efficacité de la sélection pour l’adaptation à la sécheresse suivant deux approches. La première 

approche correspond au cadre d’étude décrit par Kramer (1980), Levitt, (Levitt, 1980), puis 

Turner (1986, 2000) sous l’appellation de Drought Resistance Framework. Elle identifie 

classiquement trois grands types de mécanismes : l’esquive (drought escape), l’évitement 

(avoidance ou dehydratation postponement) et la tolérance (dehydratation tolerance). Chacun 

des grands mécanismes décrits dans cette classification est sous la dépendance d’un certain 

nombre de caractères plus ou moins complexes et plus ou moins faciles à identifier. L’intérêt 

pour la sélection variétale d’une recherche cognitive sur les réponses des plantes au niveau des 

organes, des cellules et des molécules est incontestable (Baker, 1989). Cependant l’amélioration 

individuelle des caractères associés à l’adaptation ne conduit pas toujours à des rendements 

augmentés en conditions de déficit hydrique (Turner et al. 2001 ; Ludlow et Muchow, 1990). La 

sélection, pour être efficace, doit s’opérer en priorité sur les caractères dont la «valeur»                

(pour l’élaboration du rendement) est forte relativement à d’autres caractères de résistance 

(Bluma, 1996).  

C’est la base de la deuxième approche appelée Yield Component Framework. L’indice de 

récolte et les caractères affectant l’efficience l’utilisation de l’eau par la plante (Passioura, 1977 ; 

Fisher, 1981) ont été identifiés comme les facteurs principaux d’un modèle d’élaboration du 

rendement en condition de déficit hydrique. Le Yield Component Framework décompose le 

rendement en composantes physiologiques théoriquement indépendantes, chacune intégrant des 

processus complexes. 

 

3.1. Mécanismes de résistance et critères de sélection 

Ces mécanismes décrits dans le Drought Resistance Framework sont les mêmes pour toutes 

les espèces végétales. Cependant, la variabilité génétique qu’ils présentent est dépendante de 

l’espèce. Or, la question de la variabilité génétique est centrale pour un programme de sélection 

intraspécifique. Certains caractères comme le développement racinaire et la régulation 

stomatique ont une valeur adaptative universelle, d’autres comme l’accumulation d’ABA ou de 

proline (Madhusudhan et al. 2002) paraissent présenter moins d’intérêt, d’autres encore comme 

l’ajustement osmotique semblent varier beaucoup moins chez les légumineuses que chez les 

céréales (Subbarao et al. 1995).  

 

 



Chapitre 1 : Revue bibliographique 

20 
 

 

Les principaux caractères impliqués dans les trois grands mécanismes principaux de 

l’adaptation à la sécheresse, leur efficacité pour améliorer le rendement et leur facilité 

d’utilisation pour la sélection des légumineuses. Les principales observations expérimentales 

ayant conduit à cette synthèse font l’objet des paragraphes qui suivent : 

 

3.1.1. L’esquive 

L’esquive permet à la plante de réduire ou d’annuler les effets de la contrainte hydrique par une 

bonne adéquation de son cycle de culture à la longueur de la saison des pluies. La variabilité 

génétique pour la longueur de cycle est généralement importante dans les plantes et plus 

particulièrement chez les espèces à floraison indéterminée comme l’arachide. Le rendement de 

nombreuses variétés a été amélioré grâce au raccourcissement des longueurs de cycle (précocité) 

et ceci chez pratiquement toutes les espèces cultivées annuelles (Turner, 2001), sur les 

légumineuses (Subbarao et al. 1995), comme sur les céréales (Fukai et Cooper, 1995). Ce 

mécanisme est particulièrement efficace dans les environnements avec déficits hydriques 

fréquents en fin de cycle, schéma habituel dans les pays sahéliens.  

 

3.1.2. L’évitement 

Trois grands types de réponses permettent à la plante d’éviter ou, plus exactement, de 

retarder la déshydratation de ses tissus (Turner et al. 2001). Ce mécanisme est appelé « 

évitement », en anglais avoidance ou parfois dehydratation post-ponement. Le premier groupe 

de caractères est lié à l’efficacité de l’extraction de l’eau du sol par les racines. L’aptitude des 

racines à exploiter les réserves en eau du sol sous stress est une réponse particulièrement efficace 

pour l’élaboration de la production de graines (Passioura 1977). Le deuxième type de réponse est 

constitué par la régulation de l’ouverture fermeture des stomates, il conditionne les échanges 

entre CO2 et H2O et par conséquent la croissance et la productivité des cultures (Ludlow et 

Muchow, 1990 ; Turner, 1977). Le troisième correspond à l’ajustement osmotique que les 

plantes réalisent en réponse au déficit hydrique (Turner, 1986). Lorsque le potentiel hydrique 

foliaire décroît, le potentiel de turgescence et la conductance stomatique sont maintenus grâce à 

une accumulation intracellulaire de solutés permis par ce mécanisme. La pertinence des 

caractères correspondant à ces réponses pour la sélection sera discutée pour chacune des trois 

formes d’évitement définies : 

 

3. 1.2.1. La capacité d’extraction de l’eau par le système racinaire 

Un système racinaire capable d’extraire l’eau du sol est un trait essentiel pour la 

résistance à la sécheresse. Cette caractéristique revêt une importance particulière sur les cultures 

qui subissent régulièrement des déficits hydriques de fin de cycle (Khalfaoui, 1990 ; Subbarao et 

al.1995).  
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Son impact sur le rendement est particulièrement élevé car elle intervient directement 

dans l’efficience de l’utilisation de l’eau en conditions de stress, un des trois termes de l’équation 

de Passioura (1977). Cependant, deux types de raisons limitent beaucoup l’utilisation des critères 

racinaires par les sélectionneurs : L’impraticabilité du criblage au champ pour cette 

caractéristique sur une grande échelle et la difficulté de corréler des observations au champ à 

celles qui sont faites en pots.  

L’absence d’une compréhension précise du rôle exact des racines en conditions de 

ressources hydriques limitées (Passioura, 1994) est un autre facteur limitant à la mise en place 

d’un système de criblage économe et efficace.  

 

3.1. 2. 2. La régulation stomatique 

Située à l’interface entre l’intérieur (plus ou moins turgescent) et l’extérieur (plus ou 

moins sec) des tissus foliaires, les stomates jouent un rôle fondamental dans la régulation des 

pertes en eau de l’appareil foliaire. La régulation de l’ouverture-fermeture des stomates dépend 

du potentiel hydrique foliaire et de l’humidité de l’air au champ (Turner, 1977). Une faible 

conductance conduit à une fermeture des stomates rapide en conditions de déficit hydrique. Les 

génotypes à faible conductance sont plus sensibles au déficit de vapeur et à la baisse du potentiel 

hydrique foliaire que les génotypes à forte conductance. Une faible conductance est 

généralement proposée comme un trait favorable à l’adaptation à la sécheresse. Cependant la 

fermeture stomatique réduit l’assimilation du CO2 et conduit inévitablement à une réduction de 

l’activité photosynthétique.  

En conséquence, l’intérêt d’une réponse stomatique plus ou moins rapide au déficit 

hydrique résulte d’un compromis entre la réduction de l’assimilation du CO2 et la nécessité 

d’éviter la déshydratation (Ludlow et Muchow, 1990). Des différences intervariétales existent 

chez les légumineuses. La mesure de la conductance stomatique et de la transpiration par 

porométrie exige une homogénéité parfaite des conditions environnementales incompatible avec 

les mesures sur un grand nombre de génotypes au champ. L’évaluation des réponses des 

stomates par porométrie n’est donc généralement pas retenue par les sélectionneurs pour le 

criblage de génotypes (Clavel et al. 2004).  

 

3.1. 2. 3. L’ajustement osmotique 

Ce mécanisme permet de maintenir la conductance stomatique et la photosynthèse à 

des potentiels hydriques bas, il intervient aussi en retardant la sénescence foliaire et en 

améliorant l’extraction de l’eau par les racines (Turner et Jones, 1980). Le niveau d’ajustement 

osmotique réalisé par les légumineuses est modeste comparé à celui des céréales            

(Subbarao et al. 1995). La variabilité génétique présente a été utilisée pour sélectionner des 

lignées de blé et de sorgho (Morgan, 1986).  
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3. 2. La notion de tolérance au stress hydrique et stabilité des membranes cellulaires 

En réaction à une limitation hydrique, la plante limite l’extension de son feuillage, accroît 

la profondeur de son enracinement. Une fermeture plus ou moins précoce des stomates s’opère 

afin de réduire les pertes en eau de la plante par transpiration. Cette régulation stomatique 

conditionne le statut hydrique des feuilles qui restent turgescentes si les stomates se ferment très 

vite.  

Le mécanisme de tolérance des membranes cellulaires s’exprime lorsque ces dispositifs 

périphériques de protection des cellules ne sont plus efficaces. Le caractère de tolérance sensu 

stricto le plus connu est la résistance membranaire ou résistance protoplasmique. Elle est le plus 

souvent mesurée par la méthode des efflux d’électrolytes après choc osmotique au 

polyéthylèneglycol (Blum, 1981).  

La tolérance membranaire s’exprime à un niveau particulièrement important chez les 

plantes dites de résurrection qui peuvent reconstituer leurs membranes après des périodes de 

plusieurs semaines de déshydratation (Gaff, 1980). Chez les céréales, l’existence d’une relation 

entre dégâts membranaires et tolérance à la sécheresse semble dépendre des génotypes utilisés. 

Elle a été observée sur les réponses de croissance et la productivité au champ de variétés de blé 

dur (Bajji et al. 2002). L’hypothèse que les plantes résistantes à la sécheresse au niveau cellulaire 

sont souvent capables de garder leurs stomates ouverts et ont donc un fort potentiel 

d’assimilation du CO2 lors de sévères déficits hydriques a été émise lors d’une étude portant sur 

Phaseolus vulgaris (Costa França et al. 2000). Au niveau moléculaire, un ralentissement du 

métabolisme protéique et une augmentation du catabolisme des protéines cellulaires en réponse à 

la contrainte hydrique ont été observés (Vasquez-Tello et al. 1990) sur Vigna unguiculata. Sur 

arachide, une relation entre le niveau de tolérance membranaire de différents cultivars et le 

niveau d’acyl-lipide des membranes a été mise en évidence (Lauriano et al. 2000).  

Certaines enzymes hydrolytiques impliquées dans la réponse des plantes à la sécheresse 

ont été précisées. Il s’agit d’acylhydrolases (Sahsah et al. 1998 ; Matos et al. 2001), d’une 

ascorbate peroxydase (Ferrari-Iliou, 2001) d’endoprotéases (Cruz et al. 2001) et de 

phospholipases (El Maarouf et al. 1999). Roy-Macauley (1992) a montré qu’il existe une relation 

entre le déficit hydrique, le degré de sensibilité de la plante et les activités endoprotéolytiques 

chez les cultivars de V. unguiculata testés. La plante s’autodétruit de façon plus ou moins régulée 

via diverses hydrolases pour mieux survivre au stress. Cette hypothèse est renforcée par de 

récents résultats sur la tolérance au stress de l’appareil photosynthétique obtenus grâce à 

l’utilisation de la fluorimétrie.  
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3. 3.  Les mécanismes moléculaires de la réponse à la contrainte hydrique 

Ces dernières années, un nombre important de gènes a été décrit comme répondant à la 

sécheresse au niveau transcriptionnel (Bray, 1997 ; Yamaguchi-Shinozaki et al. 2002). Les 

produits de ces gènes interviennent non seulement dans la tolérance au stress mais aussi dans la 

régulation de l’expression des gènes et dans la transduction des signaux de la réponse au stress 

(Fig 4). Ces produits de gènes induits par la sécheresse, ou, plus généralement, par le stress 

osmotique (stress hydrique, salin et du au froid) peuvent être classés en deux groupes : les 

protéines fonctionnelles et les protéines de régulation (fig 5).  

La première étape de l’activation de ces gènes correspond à la perception du signal émis 

lors de la déshydratation, elle est suivie par une cascade de messagers secondaires qui modifient 

la concentration du Ca2
+
 intracellulaire (Fig 6). Différents récepteurs ou senseurs non spécifiques 

répondent à différentes contraintes abiotiques. Ils induisent tous une augmentation du Ca2+ dans 

le cytoplasme, la production d’antioxydants (Knight, 2000) et une série de phosphorylations qui 

activent des protéines impliquées dans la protection cellulaire ou leurs facteurs de transcription.  

Par exemple, les voies d’activation des gènes codant pour des protéines de type LEA 

(Late Embryogenis Abundant) ont été trouvées sur certaines plantes très résistantes en réponse au 

stress hydrique (Ingram et Bartels, 1996, Thomashow, 1999). L’activation des LEA pourrait 

représenter les voies de réparation des dommages. La contrainte osmotique induit en particulier 

des changements dans la composition en phospholipides précurseurs de la production de 

messagers secondaires via les phospholipases (Fig 6). La phospholipase D (PLD) par exemple 

est activée par la sécheresse (El Maarouf et al. 1999). Elle est impliquée dans une cascade de 

signaux conduisant à la fermeture des stomates (Jacob et al. 1999). L’existence de cette très 

grande variété de gènes induits par le stress osmotique suggère des réponses complexes au 

niveau de la plante (Yamaguchi-Shinozaki et al. 2002). 
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3.  3. 1. Activation transcriptionnelle des gènes 

De la même manière que les fonctions des gènes impliqués dans la réponse au stress 

sont très variées, l’activation de ces gènes est sous la dépendance de nombreux facteurs. L’acide 

absicissique (ABA) est produit sous l’influence du stress hydrique et son implication dans la 

modulation de la teneur en ARNm correspondant à nombreux gènes a été démontrée            

(Bray, 1997 ). Les voies d’activation des gènes induits par la contrainte osmotique sont soit 

dépendantes soit indépendantes de l’ABA (Shinozaki et Yanaguchi-Shizonaki, 2000). Les gènes 

induits par l’ABA sont souvent des protéines de type LEA ou déhydrine mais peuvent être aussi 

des gènes impliqués dans la synthèse des osmolytes, la perméabilité membranaire, le catabolisme 

ou la réparation cellulaire (Fig 6). L’expression de tous les gènes de type LEA est régulée de 

façon transcriptionnelle et sous le contrôle de l’ABA (Wang et al. 2003).  

L’induction des gènes non gouvernés par l’ABA est modulée par des facteurs de 

transcription dont les séquences, les plus connues sont de type DRE (Dehydration Responsive 

Element). Ces séquences ont été caractérisées et sont activées par le stress osmotique (Lux et al. 

1998). La surexpression des gènes codant pour des protéines de régulation de type DRE 

augmente la tolérance des plantes transgéniques correspondantes au froid, au sel et au déficit 

hydrique (Thomashow, 1999). La régulation de ces gènes par certaines enzymes fortement 

impliquées dans le « turn over » des protéines comme la cystéine protéinase est donc importante 

pour la tolérance aux contraintes. Cependant, l’utilisation de ces gènes pour la transformation 

doit être considérée avec prudence car de nombreux métabolites sont produits par la plante en 

conditions de stress et des modifications sont possibles au niveau post-transcriptionnel et de la 

traduction (Wang et al. 2003). 
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Fig 4 : Représentation schématique des réponses moléculaires à la sécheresse dans 

une cellule végétale (Yamaguchi-Shinozaki, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 5 : Gènes induits par le stress hydrique et leur fonction possible dans la réponse à la 

tolérance au stress osmotique (Yamaguchi-Shinozaki, 2002). 
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Fig 6 : Représentation schématique des principales voies de signalisation majeures 

et principaux produits de transcription chez les plantes en réponse au stress osmotique. 

R : récepteurs, EAO : espèces activées de l’oxygène, PI-PLC : phospholipase C, PLD : 

phospholipase D, ABA : acide abscissique, LEA : « Late Embryongenis Abundant », 

(Diop, 2002). 
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Au cours de leur existence la plupart des plantes sont soumises à des diminutions de leur 

contenu relatif en eau et sont capables de produire des structures hautement résistantes à la 

dessiccation tels que les graines, le pollen ou les spores. Au niveau physiologique, un déficit 

hydrique peut se produire lors d’une sécheresse, d’un froid ou en présence de milieux salins.     

La plupart des dommages au niveau  intra-cellulaire, ainsi que les mécanismes liés à la résistance 

à ce type de stress, sont encore peu connus. De nombreuses données moléculaires, permettent 

cependant d’élucider les principaux mécanismes cellulaires mis en place par la plante lors d’un 

stress hydrique. On peut résumer les processus qui surviennent lors d’un stress hydrique selon 

trois grandes étapes : 

- Une décroissance accompagné au niveau cellulaire d’une diminution du nombre           

de polysomes, d’un ajustement osmotique, d’une modification de l’extensibilité des parois et 

d’une altération du métabolisme du carbone et de l’azote. 

- Une diminution de la photosynthèse, reliée à une augmentation du taux d’ABA et aux 

dommages dans les thylakoïdes. En parallèle, la transpiration diminue (fermeture des stomates) 

en même temps que les solutés compatibles s’accumulent. 

- Enfin, une activation des mécanismes liés à la tolérance tels que l’accumulation de 

dehydrines, de lea, de disaccharides ou d’enzyme impliquée dans la détoxication s’opère. La 

régulation de la réponse au stress ainsi que sa perception restent encore plus obscures. Là encore, 

des signaux de transduction impliquant l’ABA, des facteurs de transcription et certains éléments 

des promoteurs commencent à être caractérisés. La tolérance à un déficit d’alimentation en eau a 

été largement étudiée chez les plantes selon trois stratégies basées sur l’étude de systèmes 

tolérants de type « graines » ou « plantes reviviscentes », de mutants provenant de plantes 

modèles (Arabidopsis), et de l’effet du stress sur des plantes de grandes cultures.  

 Les systèmes tolérants correspondent à certaines catégories de graines                 

(Leprince et al. 1993), mais aussi à des plantes telles que Craterostigma plantagineum ou 

Mesembryanthemum crystallinum (Cushman et al. 1989). Une analyse moléculaire détaillée       

de ce type de système peut permettre de révéler des gènes particuliers pouvant contenir 

l’information nécessaire à une résistance accrue face à la dessiccation. Dans un premier temps, 

nous verrons comment les graines passent par un étape de déshydratation poussée. Dans un 

second temps, nous aborderons les plantes reviviscentes qui survivent à de longues périodes      

de sécheresse. Enfin nous aborderons les modèles génétiques, qui reposent sur l’analyse de 

mutants hypersensibles ou résistants au stress hydrique, ainsi que les modèles qui reposent sur 

des études en conditions naturelles. 
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L’expression des gènes en réponse à un déficit hydrique fait intervenir une cascade de 

transduction du signal extrêmement complexe qui peut être divisée en plusieurs étapes. La 

perception du stimulus, implique l’amplification et l’intégration du signal qui va réguler 

l’expression des gènes. Peu de données sont disponibles concernant la perception du signal, bien 

que la variation de la turgescence ait été proposée comme un signal physique possible. Au 

niveau moléculaire, Urao et al. (1999) ont identifié chez A. thaliana une protéine membranaire 

(AtHK1) qui intervient dans la perception du stress hydrique. Cet osmosenseur est 

essentiellement présent au niveau des membranes racinaires en condition normale de croissance, 

et y est fortement accumulé au cours d’un stress hydrique. Il semblerai que cet osmosenseur soit 

directement relié à une cascade de transduction du signal, faisant intervenir des MAP-kinases. 

Un modèle de choix pour l’étude de la transduction du signal est la levure (S. cerevisiae). En 

effet cet eucaryote unicellulaire possède les mêmes types de signaux de transduction que ceux 

présents chez les eucaryotes supérieurs. Maeda et al. (1994 et 1995) ont par exemple isolé des 

osmosenseurs (récepteurs membranaires) qui interviennent dans la régulation de MAP-kinase, 

enzymes impliquées dans la transduction du signal. Les hormones peuvent elles aussi être 

impliquées dans la transmission du signal.  

L’augmentation du niveau d’ABA endogène est une caractéristique d’un état de stress 

hydrique chez de nombreuses espèces. De nombreux gènes induits par l’ABA ont été identifiés. 

Cependant, tous les gènes qui répondent au stress hydrique ne sont pas forcément induits par 

l’ABA. Il existe donc deux types d’inductions, l’une ABA dépendante et l’autre ABA 

indépendante. Nous abordons dans les paragraphes suivant comment s’opère la régulation de 

l’expression des gènes au cours du stress hydrique, au niveau de l’ADN génomique, des 

promoteurs, des molécules impliquées dans la signalisation du stress, et des modifications post-

transcriptionnelles et post-transcriptionnelles. 

 

3. 3. 2. Régulation au niveau de l’ADN génomique 

L’accessibilité de l’ADN génomique joue un rôle très important dans la régulation de la 

transcription. En effet, l’ADN génomique est une molécule dynamique qui subit des 

modifications organisationnelles et structurales en réponse aux stimuli. Une des modifications 

épigénétiques, fait intervenir la méthylation de certaines portions du génome. Il a par exemple 

été montré une augmentation de 16 % du taux de méthylation de l’ADN génomique sur des 

cultures cellulaires de pomme de terre soumises à un stress salin (Sabbah et al. 1995).  
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L’implication de ces modifications dans l’expression des gènes au cours d’un stress 

hydrique a par exemple été mise en évidence pour le gène codant pour la grande sous-unité de la 

rubisco (ou ribulose-1,5-diphosphate carboxylase / oxygénase), dans des feuilles de colza. Minati 

et Johnson-Flanagan (1998) ont analysé le niveau d’expression de ce gène et celui de la quantité 

de protéine correspondante dans des feuilles de plants acclimatés à un stress froid, comparé à 

celles de plants non acclimatés.  

Ils ont mis en évidence une diminution de la quantité de protéine présente dans les 

feuilles matures de plants acclimatés. Cependant, l’accumulation de la protéine reste plus forte 

que celle du transcrit. Une analyse des profils de restriction de la grande sous-unité de la rubisco, 

au niveau de l’ADN génomique, a permis de mettre en évidence des différences de méthylation 

induites par l’acclimatation au froid qui semblent impliquées dans la variation de l’expression du 

transcrit. Les histones jouent un rôle dans la condensation de l’ADN ainsi que dans la régulation 

de l’expression des gènes en modulant l’accessibilité de l’ADN (Spencer et Davie, 1999). De 

nombreuses études ont montré des variations d’expression pour différents types d’histone au 

cours d’un déficit hydrique et/ou en réponse à l’ABA (Croston et al. 1991 ; Wei et O’Connell, 

1996 ; Deuleu et al. 1999). Bray et al. (1999), ont par exemple isolé chez la tomate une histone 

H1 qui est accumulée au cours d’un stress osmotique (polyéthylène glycol) et qui semble 

impliquée dans la régulation de la transcription au cours du stress. 

 

3. 3. 3. Etude des Promoteurs de Gènes 

 Les nombreux changements dans les niveaux des ARNm lors du stress hydrique sont 

le reflet d’activation ou d’inactivation de la transcription. Comme nous l’avons vu 

précédemment, l’ABA peut intervenir dans ces changements d’expression. De nombreuses 

études ont été réalisées afin de définir les éléments en cis et trans qui sont impliqués dans 

l’activation des gènes par cette hormone. Il existe des séquences régulatrices particulières telles 

que les séquences ABRE (ABA Responsive Element, Marcotte et al. 1989) qui interviennent 

dans la régulation de l’expression de certains gènes. Lors d’un stress hydrique, la production 

d’ABA stimule l’expression de facteurs de transcription qui vont se fixer sur ces courtes 

séquences nucléotidiques (Mundy et al. 1990 ; Chaudhary et Crossland, 1996). La transcription 

des gènes correspondants est alors activée.  

Un autre type de séquences régulatrices directement reliées au stress mais indépendantes 

de l’ABA a également été mis en évidence. Il correspond au motif DRE (Dehydration 

Responsive Element ; Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 1994). Les séquences régulatrices 

ABRE et DRE peuvent être situées sur le même promoteur et induire de manière différentielle 

l’expression des gènes, en fonction de l’intensité et de la durée du stress.  
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Chez Arabidopsis, Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki (1994) ont isolé un gène nommé 

rd 29A qui est induit par la sécheresse, le froid ou un stress salin. Ce gène comporte au niveau de 

son promoteur un motif DRE qui intervient dans la réponse rapide au stress indépendamment de 

l’ABA, et un motif ABRE qui intervient dans une réponse plus tardive via l’ABA. Enfin, les 

protéines impliquées dans l’activation des gènes (les facteurs de transcription) présentent elles 

aussi des variations d’expression en fonction du stress hydrique. Il a par exemple été isolé chez 

Arabidopsis un gène nommé Atmyb2, qui appartient à la famille des MYB, dont l’expression est 

induite par la sécheresse ou le stress salin  (Urao et al. 1993).  

L’étude de ce facteur de transcription a permis de mettre en évidence que les motifs 

ABRE ou DRE n’étaient pas les seuls à réguler de manière spécifique l’expression des gènes lors 

d’un déficit hydrique. A contrario, Li et Chen (2001) ont isolé chez le riz une nouvelle classe de 

facteurs de transcription (OsZFP1) dont la quantité du messager diminue au cours du stress 

hydrique. Cette diminution peut être due à une inhibition de la transcription et/ou à une 

diminution de la stabilité des messagers. Ce résultat montre que l’adaptation au stress passe aussi 

par la répression spécifique de gènes, et notamment de certains facteurs de transcription. 

 

3. 4. Tolérance au sel des légumineuses 

La tolérance au sel a été beaucoup étudiée chez les halophytes (des végétaux adaptés aux 

milieux hypersalés ou par extension aux milieux à pression osmotique importante), pour 

comprendre les mécanismes développés pour leur adaptation (Munns 2002). Cependant les 

succès notés pour la production de variétés de plantes cultivées tolérantes au sel se sont avérés 

très limités. Seuls 25 cultivars tolérants à la salinité appartenant à 12 espèces ont été enregistrées 

(Flowers et Yeo, 1995). On peut citer l’exemple d’un cultivar pour la luzerne (Al-Doss et Smith, 

1998) et un pour le Soja (Owen et al. 1994). Flowers et Yeo (1995) en ont conclu que la 

complexité du processus étudié et l’absence d’une urgence environnementale imminente sont les 

causes du manque d’intérêt accordé à la création de variétés adaptées. Abdelguefi.A (1978), 

montre que M.truncatula est une espèce qui semble préférer les sols assez calcaires mais pauvres 

en sodium et pourtant, elle tolère les teneurs élevées en sodium (400 ppm). 

 

3.4.1. Problème de la salinité des sols 

Plusieurs contraintes environnementales sont limitantes pour la croissance et le 

développement des légumineuses. La salinité et la sécheresse sont considérés comme deux 

facteurs majeurs influant l’agriculture dans les zones arides et semi arides. Approximativement 

40 % des surfaces sur terre sont caractérisés par la présence d’un problème potentiel de salinité 

(Zahran, 1997).  
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Les sols salins sont caractérisés par un niveau toxique des chlorures et sulfates de 

sodium, la conductivité électrique des solutions de sols saturés en sel est supérieure à 4 dS / m, 

l’équivalent de 40 mM NaCl (Shirokova et al. 2000). En Algérie, 3.2 millions d’hectares de 

terres agricoles sont menacés par la salinité (Belkhodja et Bidai, 2004) 

Les régions du bassin méditerranéen sont fortement touchées par ce fléau. D’un autre 

part, essayer de lutter contre la sécheresse par l’irrigation, rajoute aux sols une contrainte de 

salinisation dite secondaire. Dans ce contexte, améliorer la tolérance des plantes à la sécheresse 

et la salinité constitue une proposition attractive pour les agriculteurs. De nos jours, la pression 

devient plus forte pour chercher à combattre et trouver une solution à la salinité des sols pour les 

plantes cultivées. Cette urgence suggère que des méthodes efficaces soient requises pour 

améliorer la tolérance au sel pour de nombreuses variétés plantes cultivées. 

De nombreuses techniques puissantes se sont développées pour altérer des gènes et leur 

expression dans des plantes. Mais ces techniques n’ont pas été utilisées pour l’amélioration de la 

tolérance aux stress abiotiques. En effet cette tolérance montre généralement une héritabilité 

quantitative. 

 

3.4.2. Effet de la salinité sur les plantes 

La salinité affecte différents mécanismes physiologiques et la nécessité de survivre 

dans un environnement salin nécessite de multiples mécanismes d’adaptation pour les plantes 

(Yeo et Flowers 1986). L’évolution de ces mécanismes adaptatifs implique un ensemble 

complexe de paramètres parmi lesquels beaucoup ne sont pas encore connu. Cette question est la 

question de départ que se pose un améliorateur des plantes: Comment déterminer les facteurs 

limitant ou bien les éléments des mécanismes qui font balancer les plantes vers une résistance ou 

une tolérance ? 

Une approche comparative entre des plantes sensibles et résistantes doit être adoptée pour les 

détecter. Mais il est important que cette différence de comportements soit reliée à une différence 

de tolérance et pas à d’autres différences entre plantes comparées. En littérature, des 

comparaisons entre espèces et au sein de la même espèce ont été faites avec une comparaison 

physiologique. Par exemple, le cas du maïs (Maiti et al. 1996) et le riz (Yeo et al. 1990). 

Cependant, la compréhension des différences de mécanismes physiologiques est loin d’aboutir à 

une explication génétique, vu que les liens entre les gènes et la physiologie restent inaccessibles 

chez les plantes. Il est nécessaire donc de découvrir les bases génétiques reliées aux différences 

phénotypiques liées à la tolérance au sel. 
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3.4.3. Stratégies d’adaptations au stress salin  

Les tolérances au Nacl des plantes varient beaucoup d’une espèce à l’autre, jusqu'à 

100 mM de NaCl dans l’eau du sol, les rendements de l’orge, de la canne à sucre et du coton sont 

peu affectés, mais le Maïs, les haricots et la luzerne présentent déjà des limitations importantes 

dans la production de matière sèche. Les plantes halophiles ou halophytes qui fréquentent les 

sols salés ou « halomorphes », c'est-à-dire chargé de chlorure de sodium et accessoirement 

d’autres sels, présentent des adaptations morphologiques « xéromorphoses » et des adaptations 

physiologiques (Laval-Martin et Mazliak., 1995). On peut classer les plantes en quatre 

catégories : 

- Les plantes sensibles, qui commencent à être affectées « baisse de rendement de 20% pour des 

concentrations de 2 à 3 g / l : qui correspond à 1.5 g / Kg de sol », par exemple : le haricot 

(glycophyte très étudié), pois, fève, melon, lentille. 

- Les plantes assez résistantes qui tolèrent de 3 à 5 g/l, exemple : luzerne âgée, trèfle 

d’Alexandrie, carotte. 

- Les plantes résistantes: qui acceptent jusqu’à 10 g / l, comme la tomate, le maïs, l’avoine, blé, 

seigle, l’orge. 

-Les plantes très résistantes: d’un intérêt spécial pour la culture en sol salé : épinard, betterave, 

choux, asperge, jusqu’à 18 g / l (Heller, 1993). 

Les plantes tolèrent le sel en élevant leur propre pression osmotique interne à l’aide 

d’osmorégulateurs (Heller, 1993).  

L’évitement qui permet le maintien du potentiel hydrique élevé dans la plante peut être 

obtenu par une réduction de la transpiration par la fermeture des stomates qui limitent 

l’assimilation du gaz carbonique et la photosynthèse, cette fermeture des stomates est sensible à 

des messages émis par les racines et transmis aux feuilles via le xylème, messages informant ces 

dernières de la réduction des disponibilités en eau du sol ; l’acide abscissique apparaît, ainsi 

comme une composante majeure mais non exclusive de cette signalétique racinaire     

(Monneveux, 1997).  

Singh et al. 1985 ont étudié l’expression génique induite par le sel dans des cultures de 

cellules en suspension et dans des systèmes racinaires intacts, les racines étant les premiers 

organes, qui sont confrontés aux augmentations de salinité. Il a été observé que des 

concentrations importantes de plusieurs polypeptides s’accumulent dans des cultures de cellules 

de tabac soumises à de fortes concentrations de NaCl et de polyéthylène glycol (PEG). Un 

polypeptide de 26 KDa en particulier est induit à la fois par le NaCl et le PEG. Ce polypeptide a 

été appelé osmotine, en raison de son apparition dans des conditions de faible potentiel hydrique, 

ou de chocs osmotiques provoqués par toute une série de facteurs (Singh et al. 1987). 
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3.5. Les mécanismes antioxydants chez les plantes 

Les plantes sont constamment soumises à des variations environnementales ou stress 

abiotique, tels que la sécheresse, le froid, des températures élevées, mais aussi des stress de type 

biotique. L’ensemble de ces facteurs peut provoquer une forte production des ROS, pour 

Reactive Oxygen Species (Price et al. 1995 ; Noctor et Foyer, 1998 ; Schutzendubel et Polle, 

2002), parmi lesquelles des radicaux libres comme les radicaux superxoydes (O2.
-
), les radicaux 

hydroxyles (OH
.
), et les radicaux peroxydes (RO

.
), ainsi que des formes non radicales comme 

hydrogènes de peroxydes (H2O2). Ces éléments sont produits pendant la réduction de l’oxygène 

par les cytochromes de la chaîne respiratoire. Le chloroplaste constitue le compartiment de la 

photosynthèse associé à une forte énergie de transport d’électrons, et donc une réserve 

d’oxygène, qui peut être à l’origine de la formation des ROS (Asada, 1999). En cas d’excès, 

l’augmentation de radicaux libres de l'oxygène dans les cellules provoque des dommages 

cellulaires irréversibles, tels que la peroxydation des lipides ainsi que la dénaturation oxydative 

des acides aminés et des bases azotées. Ces ROS à de fortes concentrations peuvent donc être 

fatals pour les cellules, par l’altération des fonctions et des structures cellulaires. Cependant les 

plantes ont développé tout un système de défense pour se protéger contre le stress oxydatif. 

Ainsi, les cellules possèdent des antioxydants et des enzymes antioxydatives pour faire face aux 

cascades de réactions déclenchées par le stress oxydatif dans les organes cellulaires.  

Parmi ces enzymes antioxydatives, les plus importantes et les plus étudiées sont la 

Superoxyde dismutase (SOD), l’Ascorbate peroxydase (APX), la Catalase (CAT), et la 

Glutathion peroxydase. Il existe aussi un ensemble de molécules antioxydantes, de faibles 

masses moléculaires telles que l’ascorbate, le glutathion, les composés phénoliques et les 

tocophérols. 

 

3.5.1 Les oxydases alternatives (AOX) 

La production de ROS, au niveau des thylakoïdes et des mitochondries, peut être 

réduite par un groupe d’enzymes appelées oxydases alternatives (AOX). Ces enzymes 

membranaires dérivent le flux d’électrons pour réduire l’O2 en H2O par un mécanisme très 

efficace ne générant pas de ROS (Maxwell et al. 1999; Yoshida et al. 2006). La présence de ces 

AOX réduit la production d’O2 au niveau des CTE en limitant la saturation de ces chaînes, mais 

aussi en diminuant la teneur en O2 à proximité de celles-ci. 
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3.5.2 Les antioxydants 

3.5.2.1 Définition 

Peut être considérée comme antioxydante une molécule qui, étant présente en une 

faible concentration par rapport à celle d’un substrat oxydable, retarde ou empêche 

significativement l’oxydation de ce substrat (Halliwell et Whiteman, 2004). 

 

3.5.2.2. Les principaux systèmes non enzymatiques 

3.5.2.2.1. L’ascorbate ou vitamine C 

L’acide L ascorbique (ASC) est un des principaux acides faibles de la cellule végétale. 

Aux pH physiologiques, il se dissocie en anion ascorbate. L’ascorbate est essentiellement utilisé 

au niveau cellulaire comme un donneur d’électrons. Le premier produit de la réaction 

d’oxydation de l’ascorbate est le radical monodéhydroascorbate (MDHA ; Fig 7). Du fait de son 

électron libre très excentré, le MDHA n’est pas très réactif avec les autres molécules biologiques 

(Navas et al. 1994). De plus, étant relativement instable, il se transforme spontanément en ASC 

et déhydroascorbate (DHA) à une vitesse comprise entre 105 et 2,8.106 M-1.s-1 à pH 7 (Heber et 

al. 1996). Le DHA est également une molécule instable et subit rapidement une hydrolyse 

conduisant à la formation d’acide 2,3-dikétogulonique (DKG ; Deutsch, 1997, 2000). 

L’ascorbate est présent dans tous les compartiments cellulaires, ainsi que dans la matrice 

extracellulaire. Contrairement aux cellules animales, la concentration en ASC est très élevée 

dans les cellules végétales (plusieurs millimolaires) ce qui en fait un composant incontournable 

chez les plantes. Il interviendrait notamment dans la régulation du cycle cellulaire et dans 

l’extension de la paroi (Horemans et al. 2000). L’ascorbate est toutefois beaucoup plus connu 

pour ses propriétés antioxydantes (Navas et al. 1994 ; Mehlhorn et al. 1996 ; Horemans             

et al. 2000 ; Turcsanyi et al. 2000; Potters et al. 2002; Pignocchi et Foyer, 2003 ; Chen et Gallie, 

2004 ; Foyer et Noctor, 2005 a). En effet, il réagit rapidement avec l’anion superoxyde et 

l’oxygène singulet, ou encore avec le peroxyde d’hydrogène, mais cette dernière réaction est 

catalysée par l’ascorbate peroxydase (APX). L’ascorbate est indispensable par sa capacité à 

réduire d’autres antioxydants oxydés comme la vitamine E ou les caroténoïdes (Asada, 1994). 
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3.5.2.2.2 Le glutathion 

Le glutathion est un thiol très abondant se retrouvant de façon ubiquitaire chez les 

plantes, les animaux et les végétaux. Le glutathion est presque présent dans tous les 

compartiments cellulaires, principalement le cytosol et le chloroplaste. Il possède deux formes 

redox distinctes. La forme réduite (GSH) est un tripeptide (γ-Glu-Cys-Gly), stable, à fort pouvoir 

réducteur et très soluble dans l’eau. Toutes ces caractéristiques en font un donneur d’électrons 

adéquat dans les réactions physiologiques. L’oxydation du glutathion entraîne la formation d’un 

pont disulfure entre les cystéines de deux GSH. Cette forme oxydée du glutathion est appelée 

GSSG (Fig 8). En conditions non stressantes, les cellules maintiennent un ratio GSH/GSSG très 

important, supérieur à 100 dans le cytosol et la mitochondrie (May et al., 1998 ; Noctor et al. 

1998). 

La concentration en GSH est très importante dans les cellules végétales, et en particulier 

dans les chloroplastes où elle peut atteindre 5 mM (Noctor et al. 1998). Le glutathion joue de 

nombreux rôles physiologiques chez les végétaux (May et al.1998 ; Noctor et al. 1998).              

Il représente une forme importante de stockage de sulfure réduit, et participe à l’allocation en 

sulfure des différents compartiments cellulaires et des différents organes (Herschbach et 

Rennenberg, 1991 ; Lappartient et Touraine, 1996). C’est également un régulateur                      

de l’expression génique (Wingate et al. 1988 ; Baier et Dietz, 1997) et le précurseur des 

phytochélatines (PC) jouant un rôle prédominant dans la séquestration des métaux chez les 

végétaux (Grill et al. 1989 ; Clemens, 2006 b ; Clemens, 2006 a). Le GSH sert également           

de substrat pour la glutathion S-transférase (GST) qui catalyse sa conjugaison avec                   

des xénobiotiques, participant ainsi à leur détoxication (Marrs, 1996). Il est impliqué dans la 

régulation redox du cycle cellulaire (Gyuris et al. 1993 ; Noctor et al. 1998). Du fait de sa forte 

concentration dans les tissus végétaux et de son fort pouvoir réducteur, le GSH participe au statut 

redox cellulaire en jouant le rôle de tampon redox dans les cellules (Noctor et al. 1998 ; Foyer et 

Noctor, 2000 ; Foyer et al. 2001; Foyer et Noctor, 2003 ; Foyer et Noctor, 2005 b, a ; Noctor, 

2006). La synthèse de GSH est stimulée lors des différentes situations de stress et son 

accumulation est souvent concomitante avec celle des ROS (May et al. 1998  ; Noctor et al.  

1998 ; Potters et al. 2002). Le GSH peut directement réduire l’H2O2 mais également d’autres 

ROS, des hydroperoxydes organiques et des peroxydes lipidiques : 

H2O2 + 2 GSH → GSSG + 2 H2O 

ROOH + 2 GSH → ROH + GSSG + H2O 

Un autre rôle important du GSH dans la régulation des ROS est son implication dans la 

régénération de l’ascorbate via le cycle enzymatique dit ascorbate /glutathion. 

 

 

 



Chapitre 1 : Revue bibliographique 

36 
 

 

3.5.2.3. Les principales enzymes antioxydantes 

En sus des différentes molécules antioxydantes, les cellules végétales possèdent de 

nombreuses voies de dégradation enzymatique des ROS. Certaines enzymes n’utilisent pas de 

co-substrat pour réduire les ROS. Au contraire, d’autres utilisent plusieurs co-substrats dont 

certains antioxydants que nous venons de voir (ASC, GSH).  

 

3.5.2.3.1 Les enzymes du cycle Asada-Halliwell-Foyer 

Le cycle Asada-Halliwell-Foyer est un cycle composé de quatre enzymes conduisant, par 

des réactions d’oxydoréduction successives, à la réduction de l’H2O2 par l’ascorbate peroxydase 

(APX) via l’oxydation d’ascorbate, et la régénération du pool d’ascorbate (Fig 9). 

L’APX (EC 1.11.1.11), peroxydase de classe I, est une métallo-enzyme contenant un 

groupe ferriprotoporphyrine IX. Elle est présente dans tous les compartiments cellulaires, dans le 

cytosol et dans l’apoplaste, sous forme soluble ou liée aux membranes (Asada, 1999 ; Foyer et 

Noctor, 2000 ; Mittler, 2002 ; Asada, 2006). L’APX catalyse la réduction du peroxyde 

d’hydrogène en utilisant l’ascorbate comme co-substrat. Le MDHA issu de cette réaction peut 

ensuite être pris en charge par la monodéhydroascorbate réductase (MDHAR ; EC 1.6.5.4) 

catalysant sa réduction en ASC en utilisant du NAD(P)H :  

H2O2 + 2 ASC→ 2 H2O + 2 monodéhydroascorbate (MDHA) 

2 MDHA + NAD(P)H → 2 ASC + NAD(P)
+
 

Néanmoins, la situation est un peu plus compliquée, puisque le MDHA est aussi un 

accepteur d’électrons pouvant être réduit directement par dérivation des électrons de la Chaine 

de Transport d’Electrons (CTE) chloroplastique (Miyake et Asada, 1994). Le MDHA rentre en 

compétition avec le NADP+ pour accepter l’électron libéré par la ferrédoxine au niveau du PSI : 

4 MDHA + 4 Fdred + 2 H2O → 4 ASC + 4 Fdox + O2 

Comme nous l’avons vu précédemment, le MDHA est une molécule instable se dismutant 

en ASC et déhydroascorbate (DHA). La deuxième enzyme intervenant dans la régénération de 

l’ascorbate, la déhydroascorbate réductase (DHAR ; EC 1.8.5.1), catalyse la réduction du DHA 

en ASC, via l’oxydation de deux molécules de GSH : 

2 MDHA → ASC + DHA 

DHA + 2 GSH → ASC + GSSG 

La dernière réaction de ce cycle est la réduction du GSSG par une flavoprotéine, la 

glutathion réductase (GR ; EC 1.8.1.7), utilisant pour cela du NAD(P)H comme cofacteur : 

GSSG + NAD(P)H → 2 GSH + NAD(P)
+
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L’ensemble des enzymes de ce cycle se retrouvent sous forme soluble dans le stroma du 

chloroplaste, dans les mitochondries ou dans le cytosol (Low et Merida, 1996 ; Bartosz, 1997 ; 

Sies, 1997 ; Wojtaszek, 1997; Inze et Montagu, 2001 ; Arora et al. 2002; Langebartels et al. 

2002). Ces différentes enzymes, à l’exception d’une MDHAR liée à la membrane plasmique, 

semblent absentes de l’apoplaste, zone où, pourtant, la quantité d’ROS produite est importante 

(Horemans et al. 2000 ; Potters et al. 2002 ; Pignocchi et Foyer, 2003). A notre connaissance, 

une seule étude effectuée sur des feuilles de pruniers infectés par un virus, fait état de la présence 

d’APX dans l’apoplaste (Diaz-Vivancos et al. 2006). 

 

3.5.2.3.2. Les peroxydases (POX) 

Les POX (EC 1.11.1.x) sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques 

catalysant la réduction d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme 

donneurs d’électrons. Pour la majorité de ces enzymes, le substrat optimal est le peroxyde 

d’hydrogène, mais elles peuvent facilement réduire des hydroperoxydes organiques ou des 

peroxydes lipidiques : 

ROOR' + co-substratred + 2 H+ → ROH + R'OH + + co-substratox 

Dans certaines conditions, une partie des POX (classe I et III) peut avoir une activité 

similaire à la catalase (catalase-like), c’est-à-dire qu’elles possèdent la capacité de réduire 

l’H2O2 en absence de co-substrat (Mika et al. 2004). 

Au niveau cellulaire, la répartition des POX est très nette. Les POX de classe III se trouvent dans 

l’apoplaste sous forme soluble ou liées aux parois et membranes. Les POX de classe I, dont 

l’APX est la représentante majoritaire, sont présentes uniquement à l’intérieur des cellules. 
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Fig 7 : Formes redox de l’ascorbate  

(Potters et al. 2002). 

 

Fig 8 : Oxydation de deux molécules de GSH conduisant à l’établissement d’un pont 

disulfure et la formation de GSSG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 9 : Cycle Asada-Halliwell-Foyer  

(Potters et al. 2002). 
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4. Variabilité Génétique des Plantes 

 

4.1. L’origine de la diversité génétique  

La diversité génétique est une composante essentielle de la biodiversité. Elle décrit la 

variabilité des gènes entre ou à l’intérieur des espèces et de leurs populations. L’intérêt actuel 

porté à la biodiversité montre à quel point il est nécessaire de veiller au maintien d’une ressource 

génétique suffisamment large pour garantir l’adaptation des organismes face aux changements 

environnementaux directs (les exploitations forestières et les changements d’usage des terres par 

exemple) et indirects sur le long terme (changements climatiques globaux). En effet, cette 

diversité génétique est très importante car elle représente le support de base sur lequel peut agir 

la sélection. Il est admis que plus la diversité est grande dans un groupe d’individus (sous-

population, population, espèce) plus il sera facile pour certains individus de s’adapter à de 

nouvelles conditions environnementales. En plus de permettre une plus grande adaptabilité des 

individus, elle permettra également de réduire la dépression de consanguinité et diminuera ainsi 

le risque d’extinction (Frankham, 2003).  

L’étude de la diversité génétique à différents niveaux hiérarchiques d’organisation peut 

apporter une aide précieuse à la biologie des populations et à la biologie évolutive ; deux 

disciplines importantes pour la biologie de la conservation. La diversité génétique est alors 

devenue un outil primordial pour définir des buts, des méthodes et des priorités dans des 

programmes de conservation (Stockwell et al. 2003). Le polymorphisme génétique est à la base 

de la diversité génétique, il correspond à des variations de séquences d'ADN au sein d'un groupe 

d’individus. Ces variations naturelles sont dues à des mutations successives au cours de 

l’évolution qui permettent de caractériser la diversité génétique entre individus et populations.  

En général, la majorité des polymorphismes sont neutres (Kimura 1968, 1983), mais une 

partie de ces variations peut influencer les différences phénotypiques observées entre individus 

qui pourront leur permettre d’avoir une meilleure fitness dans leur environnement. Le 

polymorphisme peut nous renseigner sur les différents processus qui façonnent la variabilité 

génétique. Ils peuvent être de nature démographique (taille des populations, migrations) et 

sélectif (lié à l’environnement). L’étude de l’importance relative de ces différentes composantes 

façonnant le polymorphisme permet de mieux comprendre l’histoire évolutive des populations et 

des espèces. Le niveau de diversité génétique des populations et des variations de fréquences 

alléliques dépend de l’action respective de quatre forces évolutives pouvant interagir les unes 

avec les autres : la mutation, la sélection, la migration et la dérive. Elles sont à l’origine de la 

structure de la diversité génétique et de son évolution.  
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4.1.1. La Diversité Génétique en Agriculture 

           La diversité génétique dans les écosystèmes agricoles peut être subdivisée en deux 

catégories : 

- La diversité planifiée : qui comprend la diversité génétique parmi les espèces de plantes 

cultivées (Vandermeer et al. 1998). Ces ressources tant végétales sont à la base de la 

production agricole. 

- La diversité associée : qui comprend la diversité entre les espèces végétales présentes 

dans les écosystèmes agricoles (Biala et al. 2005). 

Par rapport à ces définitions, les prairies pluriannuelles et les pâturages, tels qu’on les rencontre 

fréquemment en Europe centrale, occupent une position intermédiaire. Ils sont bien exploités, au 

sens agricole du terme, mais leur diversité génétique n’est influencée par les agriculteurs qu’au 

commencement. Par la suite, cette diversité est influencée de façon prépondérante par 

l’environnement et par le mode d’exploitation. On constate qu’une forte intensité d’exploitation 

peut exercer des effets négatifs sur la diversité génétique (Peter-Schmid et al. 2008). La diversité 

génétique, la variété des gènes et des allèles à l'intérieur d'une espèce, définit l'élément de base 

de la biodiversité. C'est une condition essentielle pour la productivité et la durabilité des 

systèmes de production agricole 

 

4.1.2. Détermination de la diversité génétique 

Au cours des dernières décennies, une intensification générale des pratiques agricoles 

a fortement réduit la diversité planifiée parmi les espèces végétales et animales. Ainsi, en 

Allemagne ou en Finlande par exemple, presque toutes les variétés locales de céréales cultivées 

autrefois ont disparu (Hammer et Diederichsen 2009) ; en Hollande, le nombre des races locales 

de bovidés a diminué de quelque 90 % au cours des 30 dernières années (Buiteveld et al. 2009). 

Bien que des études isolées documentent ces pertes, il manque des méthodes fiables et simples 

qui permettent de suivre l’évolution de la diversité génétique dans l’agriculture. Pour cette étude, 

a été mis au point et utilisé un questionnaire qui permet une évaluation grossière de la diversité 

génétique de variétés de plantes et de races d’animaux. En plus, il a été déterminé l’influence du 

mode d’exploitation et celle de facteurs environnementaux sur la diversité génétique du dactyle 

(Dactylis glomerata), une espèce que l’on rencontre fréquemment dans les prairies et les 

pâturages, au moyen de marqueurs génétiques moléculaires. herbagères différentes.  

La diversité génétique de 60 populations provenant des trois études de cas régionales a 

été déterminée au moyen de 29 marqueurs SSR (simple sequence repeat) (Last et al. 2013). Les 

profils des marqueurs SSR de chaque plante ont été comparés entre eux et la diversité génétique 

a été définie à l’intérieur des populations, entre les populations et entre les régions étudiées.  
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Comme mesure de la diversité génétique dans les populations, on a pris en compte 

l’hétérozygotie moyenne attendue (HE) et la diversité génotypique selon Shannon (HG). 

L’influence du mode d’exploitation a été examinée à l’aide d’analyses de corrélation et de 

statistiques multivariables. 

 

4. 2. Notion de vulnérabilité et érosion génétique 

La vulnérabilité génétique a été définie comme «la situation que l’on observe lorsqu’une 

plante de grande culture est constamment sensible aux attaques des ravageurs, d’un agent 

pathogène ou au risque écologique du fait de sa constitution génétique, ce qui crée des 

possibilités de pertes importantes de cultures». L’érosion génétique, d’autre part, a été définie 

comme «la perte de gènes individuels et de combinaisons de gènes (par exemple, de groupes de 

gènes) telles qu’on les retrouve dans les variétés adaptées aux conditions locales. Le terme 

‘érosion génétique’ est parfois utilisé stricto sensu, c’est-à-dire la perte de gènes ou d’allèles, et 

parfois lato sensu pour indiquer la perte de variétés en général». Ainsi, bien que l’érosion 

génétique n’implique pas nécessairement l’extinction d’une espèce ou d’une sous-population, 

elle signifie par contre la perte de variabilité et, par conséquent, la perte de flexibilité (Heywood 

et Dulloo, 2005). Ces définitions prennent en compte les deux aspects de la question de la 

diversité, c’est-à-dire la richesse et l’homogénéité. La richesse concerne le nombre total d’allèles 

et l’homogénéité, la fréquence relative des différents allèles. 

 

4.2.1. Indicateurs de la vulnérabilité et de l’érosion génétique 

Au cours de la dernière décennie, l’intérêt pour la mise en place d’indicateurs directs 

et indirects de la vulnérabilité et de l’érosion génétiques a augmenté, en raison, au moins en 

partie, du manque de preuves concrètes des deux processus. Le Programme 2010 d’indicateurs 

de biodiversité, regroupe un grand nombre d’organisations internationales pour élaborer ces 

indicateurs qui permettent de surveiller les tendances de la diversité génétique. Cependant, à ce 

jour, il n’y a pas vraiment d’indicateurs pratiques, instructifs et généralement acceptés, pour 

l’érosion génétique qui soient disponibles. Par conséquent, leur développement devrait être une 

priorité. Plusieurs qualités sont importantes pour que ces indicateurs soient efficaces: 

- être sensibles aux changements dans la fréquence des allèles importants, et être en mesure 

de leur donner plus de poids qu’aux allèles moins importants: la perte d’un allèle dans un 

locus de microsatellites hautement polymorphiques, par exemple, est probablement d’une 

importance moindre par rapport à la perte d’un allèle de résistance aux maladies; 

- fournir la mesure de l’ampleur de la perte potentielle, par exemple en évaluant la fraction 

d’information génétique en danger par rapport à la diversité totale;  
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-  permettre d’estimer la probabilité de la perte tout au long d’une période de temps 

spécifique, en l’absence d’intervention humaine. 

Les indicateurs pour l’évaluation de la vulnérabilité génétique devraient prendre en 

compte non seulement l’étendue de l’uniformité génétique en soi, mais considérer également les 

possibles interactions génotype avec environnement. Un génotype donné (population ou variété) 

pourrait succomber face à un stress biotique ou abiotique de façon différente selon 

l’environnement.  

Quelques indicateurs utiles de la vulnérabilité génétique pourraient être les suivants : 

-  le degré de la diversité génétique des gènes qui confèrent la résistance ou la tolérance 

face aux principaux ravageurs et maladies, tant réels que potentiels, ou face aux stress 

abiotiques; 

- le degré de la diversité dans les interactions hôte - microorganismes et la présence de 

réponses différentielles aux différents biotypes de ravageurs et de maladies: cet indicateur 

fournirait des informations sur la variété des mécanismes d’adaptation disponibles pour 

faire face à une situation et, par conséquent, sur la probabilité d’un changement de la 

population pathogène donnant lieu à une virulence généralisée; 

-  la présence de graves goulots d’étranglement génétiques lors de la domestication, de la 

migration ou de la sélection: les indicateurs d’un goulot d’étranglement génétique 

pourraient provenir des données moléculaires, des informations historiques ou des 

analyses généalogiques; 

- le degré de domination de chaque variété sur de grandes surfaces pourrait représenter un 

premier indicateur utile pour l’évaluation de la vulnérabilité génétique, en supposant que 

la vulnérabilité génétique est plus élevée lorsque de grandes surfaces sont cultivées avec 

une seule variété; 

- les distances génétiques entre les lignées parentales d’une variété pourraient être un 

indicateur supplétif, dans certaines circonstances, du degré d’hétérogénéité et, par 

conséquent, de vulnérabilité de la variété.  
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4.3. Approches de la diversité moléculaire  

4.3.1. Marqueurs moléculaires pour l`étude de la diversité génétique  

 La valeur phénotypique d’un individu dépend du génotype (facteurs génétiques) mais 

aussi des conditions environnementales. La génétique quantitative a permis de modéliser la 

transmission génétique de caractères ayant une distribution quantitative. L’utilisation de 

marqueurs moléculaires liés aux facteurs génétiques contrôlant l’expression de caractères 

d’intérêt agronomique, et le développement de cartes génétiques à haute densité permettent 

d’accéder à des informations précises : le nombre et l’effet des gènes intervenant dans 

l’expression d’un caractère, leur localisation sur les chromosomes et leur mode d’action. Un 

marqueur moléculaire est un locus génétique qui renseigne sur le génotype de l’individu 

(utilisation en génétique des populations) ou sur le génotype des locus voisins (utilisation en 

sélection assistée par marqueurs). Il existe plusieurs types de marqueurs, que l’on peut classer en 

fonction du polymorphisme qu’ils détectent.  

Certaines techniques ont l’avantage de révéler de nombreux fragments simultanément, ce 

sont des techniques de révélation « en masse » de polymorphisme. Il existe aussi des stratégies 

permettant de détecter du polymorphisme de façon individuelle. L`étude de la diversité ou 

polymorphisme génétique est liée au développement de la biologie qui a permis le 

développement de plusieurs marqueurs à savoir les marqueurs morphologiques, les marqueurs 

biochimiques et les marqueurs moléculaires.  

Les marqueurs morphologiques et biochimiques ont largement contribué aux études de la 

diversité chez les plantes. Ces marqueurs présentent des limites majeures en comparaison avec 

les marqueurs moléculaires. Les marqueurs morphologiques étant polymorphes, peuvent 

interférer avec d`autres caractères et sont parfois influencés par le milieu. Les marqueurs 

biochimiques quant à eux présentent l’inconvénient d’être faiblement polymorphes.  

Les marqueurs moléculaires dont le nombre ne cesse de croître avec le développement 

des techniques de biologie moléculaire (depuis les RFLP, RAPD, AFLP, SSR, ISSR jusqu’aux 

SNP) ont fait un large consensus en matière de génétique selon leurs avantages respectifs. 

L`utilisation de ces marqueurs est basée sur la notion du bon marqueur moléculaire qui doit être: 

Polymorphe, codominant, non épistatique et indépendant du milieu. Le choix d`un bon marqueur 

par le chercheur est aussi basé sur la technicité et le coût de l`expérience qui doivent être 

abordables en vue d`une manipulation à grande échelle. Les marqueurs moléculaires ont été 

largement utilisés chez les animaux et les plantes pour des études de base ainsi qu`appliquées.  

L`une des utilisations majeurs des marqueurs moléculaires étant l`élaboration physique et 

génétique des cartes chromosomiques. Ces marqueurs ont contribué aux travaux d`amélioration 

des plantes (Lefort-Buson et al. 1990 a et 1990 b) en assurant une sélection indirecte moyennant 

des marqueurs moléculaires liés à des caractères d`intérêt ou quantitative traits loci (QTL).  
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Ces marqueurs présentent l’avantage d’être indépendants à l`environnement d’où la possibilité 

de les caractériser à différents stades de développement de la plante. Ces marqueurs ont été aussi 

adoptés pour toutes les études de génétique des populations et d`écologie (Haig, 1998) 

permettant l`analyse de la structure et du niveau de la diversité des populations; l`élaboration 

d`hypothèses sur le flux des gènes et la sélection des espèces. Les marqueurs moléculaires sont 

actuellement très utilisés pour la caractérisation des germplasmes et l`identification génétique 

des espèces en particulier dans le but de la traçabilité.  

  

4. 3.2. Les marqueurs Microsatellites  

  Les microsatellites ou séquences simples répétées (SSR) sont polymorphes constitués 

de séquences répétées en tandem (1-6 bp). La variation du nombre de répétitions du motif de 

base qui émane des erreurs survenues lors de la réplication d’ADN (Jarne et Lagoda, 1996), ce 

qui constitue la base du polymorphisme. Ces différences sont révélées sur gel polysaccharide où 

les motifs en tandem migrent en fonction de leur poids. Par ailleurs, ces marqueurs sont adaptés 

aux études de populations étroitement apparentées et permettent même les comparaisons entres 

individus ou cultivars (Takezaki et Nei, 1996 ; Westman et Kresovich, 1997 ; Hokanson              

et al. 1998). Grâce à leur grand contenu informatif, 10 à 20 loci suffissent pour distinguer des 

génotypes très proches. Ils ont été utilisés aussi bien dans l’étude de la diversité génétique que 

dans l’élaboration des cartes génétiques du blé, de l’orge et du soja (Röder et al. 1995 ; Peakall 

et al. 1998 ; Ramsay et al. 2000). 

Les SSR sont ``ubiquitaires``chez les procaryotes et les eucaryotes et sont présents même 

dans les génomes bactériens les plus petits (Field and wills, 1996 ; Hancock, 1996). Les 

microsatellites peuvent être présents au niveau des séquences non codantes et aussi codantes. La 

technique SSR se base sur l`amplification par PCR de l`ADN génomique moyennant des 

amorces spécifiques flanquant les séquences répétées et la séparation des amplifias par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide.     

Les SSR se sont révélés des marqueurs moléculaires très utiles dans la sélection assistée 

par marqueurs, l`analyse de la diversité génétique et l’analyse de la génétique des populations 

chez plusieurs espèces (Gupta 2000, Budak et al. 2003). En plus, ce sont de marqueurs multi-

alléliques d’où leur usage dans les études phylogénétiques et de l’évolution des espèces. Ainsi, 

Mhameed et al. (1997) utilisant ces marqueurs ont pu établir un arbre phylogénétique composé 

de Persea americana et ses espèces sauvages. 
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4.4. Analyse de la variabilité génétique 

L`étude de la variabilité moyennant les marqueurs moléculaires cités précédemment 

permet de générer des résultats sous forme de tableaux complexes avec un ensemble de variables 

nombreuses et souvent de typologie diverses. Les méthodes statistiques uni- ou multi variées 

permettent l`analyse de la similarité et de la diversité entre les entités étudiées ainsi que le calcul 

des paramètres génétiques des différentes populations. Les résultats obtenus peuvent être aussi 

résumé et classés en groupes grâce à des techniques descriptives telles que les analyses 

factorielles et les méthodes de classifications.  

 

4.1.1 Méthodes de classification  

   La classification hiérarchique ou hierarchical clustering permet le regroupement ou le 

clustering d`un ensemble d`échantillons en se basant sur la notion de distance afin d’établir un 

dendrogramme. En effet, le clustering consiste en le regroupement des échantillons en groupes / 

sous-groupes ou clusters partageant des caractéristiques communes. Les méthodes de 

classification sont des méthodes non paramétriques ne considérant qu`une seule hypothèse qui 

stipule que plus deux entités sont similaires plus elles ont de chance à faire partie du même 

groupe. Pour réaliser un bon clustering nous devons choisir le coefficient ou indice de similarité 

adéquat. Celui-ci, dépend essentiellement du type de données à analyser. On distingue ainsi les 

indices de similarités binaires traitant les données discrètes de type (présence / absence) et les 

indices de similarités quantitatifs. Ces indices sont aussi classés selon qu`ils traitent ou pas la co-

occurrence du zéro ou double absence comme étant une ressemblance. On parle ainsi d`indices 

symétriques pour le cas des indices qui considèrent la double absence comme de la double 

présence, par opposition aux autres indices asymétriques.  

 

 4.4.1.1. Indices de similarités binaires symétriques :  

  L`indice représentant cette catégorie est l`indice de SOKAL et MICHENER qui 

représente le nombre de présences ou d'absences simultanées divisé par le nombre total de 

relevés.  

 

4.4.1.2. Indices de similarités binaires asymétriques :  

 Les indices représentant cette catégorie sont l`indice de Jaccard et Sorensen. L`indice de 

JACARD, le plus utilisé, représente le nombre de cas de présences simultanées des deux 

échantillons considérés, divisé par le nombre de cas où au moins l'un des deux est présent. 

L`indice de SORENSEN (S) est assez similaire à l`indice de JACARD, avec une pondération par 

2 du terme de co-occurrence. A partir des indices de similarités binaires on peut déduire les 

indices de distances D comme suit: D=1-S.  
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5. Aspect Génomique de Medicago truncatula Gaertn 

 

5. 1. Outils génétiques et génomiques disponibles 

M. truncatula, avec un petit génome approximativement de 500 Mbp, a été largement 

acceptée comme plante modèle pour des aspects multiples de la génétique de légumineuse et de 

génomique (Cook, 1999). Plusieurs projets à grande échelle sur la génomique de M. truncatula 

ont été lancés par la communauté internationale et des outils essentiels sont développés pour la 

génomique structurale et fonctionnelle suite au développement des ressources bioinformatiques 

(Frugoli et Harris 2001). L’analyse génétique d’un organisme exige la mise en œuvre de 

méthodes et techniques diverses qui vont permettre d’ordonner les gènes, de les localiser sur le 

génome et enfin de les cloner. La création de cartes génétiques et génomiques est donc 

indispensable. En outre, l’analyse comparative de ces cartes d’organismes différents permet 

d’étudier l’évolution de leurs génomes (Zhu et al. 2005).  

Parmi les marqueurs possibles disponibles, les microsatellites sont généralement utilisés 

pour de nombreux projets génétiques en raison de leur grande reproductibilité et de la facilité 

d’identifier des allèles. Les microsatellites sont des séquences d'ADN répétées en tandem dont 

l'unité de répétitions varie d’une à six pb. Dans la littérature, on les appelle aussi: simple 

séquence repeats (SSR), short tandem repeats (STR), ou variable number tandem repeats 

(VNTR). Les principales contraintes des SSRs, en tant que marqueurs moléculaires, sont l’effort 

et le coût exigé pour leur développement. Pour cette raison leur utilisation a été limitée à 

quelques espèces importantes sur le plan agricole.  

La recherche des SSRs a été récemment centrée sur les EST (Expressed Sequence Tag) - 

SSRs, qui sont relativement peu coûteux comparés au développement de SSRs génomiques 

(Gupta et al. 2003) puisqu’ils sont identifiés dans des séquences nucléotidiques. Ces marqueurs 

sont plus transmissibles aux genres étroitement liés puisqu'ils sont ancrés dans des régions 

conservées transcrites (Decroocq et al. 2003). 

 

5. 2. La génomique structurale et fonctionnelle  

Actuellement, l`un des défis majeurs du chercheur est la compréhension des mécanismes 

complexes chez les organismes vivants. Les phénomènes tels que la croissance, le 

développement et l`adaptation aux stress en particulier le stress hydrique nécessitent une bonne 

compréhension et analyse de l`information portée par le génome. Ceci implique deux disciplines 

piliers de la biologie moléculaire : la génomique structurale et la génomique fonctionnelle. La 

génomique structurale nous permet de déchiffrer et extraire l`information portée par le génome et 

par les protéines. La génomique fonctionnelle nous permet par contre de comprendre les 

modalités de régulation et d`interaction de cette information.  
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5. 3 La génomique structurale  

Cette discipline est basée essentiellement sur le séquençage et l`identification des gènes. La 

définition des structures introns-exons et régions inter- géniques est une étape cruciale de la 

génomique structurale. Cette identification s`effectue par comparaison des séquences avec les 

séquences d`ADNc et aussi par l`utilisation de certains programmes bioinformatiques de 

prédiction. Depuis la découverte de l`ADN double hélice par Watson et Crick en 1953, les études 

portant sur l`ADN se sont succédées. Et depuis le séquençage du premier génome 

d`Haemophylus influenzae en 1995, plusieurs organismes ont été séquencés.  

  

5. 3 .1. Le séquençage systématique  

Le séquençage est un moyen de décodage des acides nucléiques permettant la 

découverte des gènes d`un organisme. Le séquençage de l`ADN a été inventé aux années 70 par 

deux équipes travaillant séparément, l`équipe de Walter Gilber et l`équipe de Frederick Sanger. 

L`équipe américaine et allemande ont reçu le prix Nobel de la chimie en 1980. Les méthodes de 

séquençage proposées sont basées sur des techniques différentes. En effet, La méthode de Sanger 

est basée sur la synthèse enzymatique sélective alors que celle de Gilbert est basée sur la 

dégradation chimique sélective. Actuellement la majorité des séquençages réalisés se basent sur 

la méthode de Sanger. Le séquençage de génomes tire avantage des techniques de biologie 

moléculaire ainsi que des outils de la bioinformatique. Ainsi, on reconnaît deux grandes 

techniques de séquençage basées essentiellement sur la fragmentation partielle du génome et le 

clonage des fragments génomiques dans des vecteurs de clonage. Selon que les clones sont 

ordonnés avant ou après le séquençage on distingue:  

 

- La méthode de séquençage par ordre hiérarchique: cette technique est basée sur le 

séquençage de fragments digérés après leurs classements. Les fragments génomiques 

digérés sont de grande taille 50~200 kb et sont clonés dans des vecteurs artificiel comme 

les chromosomes artificiels bactériens (BAC).  

 

- La méthode globale ou shotgun est basée sur le séquençage des fragments 

génomiques dans un ordre aléatoire : Les séquences des différents clones seront 

ordonnées par chevauchement à l`aide des programmes bioinformatiques. Cette 

technique a été popularisée par le séquençage de génomes bactériens, du génome de la 

drosophile et du génome humain. La technique shotgun présente l`avantage d`être plus 

rapide et moins coûteuse que la première technique. 
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5. 4 . Séquençage d’étiquettes de séquences exprimées (EST)  

Le séquençage d`EST est une variante du séquençage ciblant en particulier les séquences 

codantes et ignorant les séquences non transcrites. Cette technique permet d`avoir de 

l`information indépendamment de la taille du génome étudié. En comparaison avec le 

séquençage systématique, le séquençage d`EST permet d`accéder aux séquences codantes avec 

un effort et un coût moindres. En pratique on clone les ADNc issus de la rétro- transcription des 

ARNm dans des vecteurs plasmidiques de clonage formant ainsi des banques d`ADNc. Les 

clones sont partiellement séquençés sur l`une des extrémités 3` ou 5`. Les séquences obtenues 

sont classées en groupes correspondant au même gène on parle de "contigs". Ainsi, on peut 

obtenir la séquence complète d`un gène par la combinaison des séquences de plusieurs clones. 

Actuellement, la banque de gènes GenBank avec sa division spéciale pour la banque de données 

EST comprend près de 52 millions d`EST  (Adams et al. 1991). D`autres bases de données pour 

les EST contigs sont disponibles sur le web, citons : 

  

5 .5 . Intérêt de l’utilisation des ESTs  

La méthode la plus efficace pour avoir accès à des séquences codantes est le séquençage 

systématique de fragments de gènes exprimés. Ces fragments, de longueur excédant rarement 

1000 pb, sont généralement appelés des étiquettes de séquences exprimées ou ESTs (Expressed 

Sequence Tags). Il existe plusieurs banques de données, générales comme Genbank (Benson et 

al.2003) ou spécifiques d’un organisme comme TAIR pour Arabidopsis (Rhee et al., 2003), 

MaizeGDB pour le maïs  (Lawrence et al. 2004), Gramene pour les graminées (Ware et al. 2002) 

et SGN pour les Solanacées (http://www.sgn.cornell.edu).  

Les ESTs constituent une source remarquable de données pour l’identification de gènes et 

le développement de marqueurs moléculaires. Lorsque du polymorphisme est trouvé dans des 

ESTs, leur cartographie permet d’établir des cartes génétiques fonctionnelles utiles dans 

l’identification de régions génomiques contrôlant des caractères d’intérêt.  

Les ESTs étant constituées de séquences codantes, elles sont donc relativement bien 

conservées entre les différentes espèces végétales. Pour cette raison, il est facile de les utiliser 

pour comparer des espèces phylogénétiquement proches. Un tel avantage peut être exploité dans 

le cas de Medicago truncatula, où les travaux concernant la cartographie génétique sont en 

évolution continue.  
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5. 6. La génomique fonctionnelle  

Le marquage de l’ADN ne permet aucune interprétation sur l’action individuelle des gènes 

et de leurs interactions. En génomique fonctionnelle, en revanche, c’est la connaissance de la 

fonction de ces gènes et l’analyse de leur expression qui est visée. L’expression (ou transcrit) 

plus ou moins importante du gène est accessible à travers les changements d’ARNm eux-mêmes 

traduits en protéines, qui sont en général des enzymes dont la fonction métabolique est connue. 

L’objectif de ces études peut être la mise au point d’un test de réponse variétale ou bien, le plus 

souvent, d’inclure dans le génome de l’espèce cultivée des gènes intéressants. Ces techniques de 

génie génétique sont moins développées sur les légumineuses que sur les céréales             

(Klueva et al.1998). 

 

5. 7.  Le rôle régulateur des facteurs de transcription sous divers stress abiotiques 

Les stress salin et hydrique diminuent le potentiel hydrique des cellules végétales. Des 

études se sont focalisées sur les réponses moléculaires des plantes et les mécanismes de 

transduction des signaux lors d’un stress hydrique. Chez les plantes, beaucoup de gènes sont 

induits par la sècheresse, la salinité et le froid (Shinozaki et al. 1996, Bray. 1997), ces inductions 

de l’expression de ces gènes sont réparties en deux groupes selon la fonction de leur produits 

(Liu et al. 2000) : 

- Les produits des gènes du premier groupe sont les protéines fonctionnelles qui protègent 

les macromolécules et les membranes (les protéines LEA, osmoticum, protéines anti-gel, 

chaperons,…), qui maintiennent le mouvement hydrique à travers les membranes comme : 

- Les canaux protéiques hydriques et les transporteurs membranaires.  

- Les enzymes catalysant la biosynthèse d’une grande variété d’osmorégulateurs comme la 

proline, betaine et les sucres,… 

- Les enzymes qui détoxifient et permettent un maintien à un niveau normal, la physiologie 

des cellules ainsi que leur métabolisme biochimique comme, la glutathion- s- transférase, soluble 

époxyde hydrolase, catalase, superoxyde dismutase et la peroxydase ascorbique. 

* Les produits des gènes du second groupe sont :  

-les facteurs transcriptionnels comme les  DREB « Dehydration responsive element binding 

protein ». 

-Les protéines kinases « protéine kinase ribosomale, protéine kinase de la régulation de la 

transcription,…). 

-Les protéinases « phosphoestérase, phospholipase C,.. » qui sont impliquées dans les 

mécanismes de transduction des signaux dus aux stress et le contrôle de l’expression des gènes 

de tolérance aux stress.  
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Deux gènes ont été trouvé chez Arabidopsis thaliana, et chez N. tabacum qui codent pour une 

protéine kinase et qui sont : ATRR1 et ATRR2 qui sont induits par la sécheresse, la salinité et le 

froid. (Zhang et al. 1999). 

Un gène nommé rd 29A a été identifié chez Arabidopsis soumise à la sécheresse, 

l’expression de ce gène est induite d’une façon différentielle sous condition stressante comme le 

froid, la salinité et la sécheresse, ou sous un traitement par l’acide abscissique exogène (ABA). 

Ceci suggère que le promoteur du gène rd 29A a au moins deux genres d’éléments agissant en 

cis, l’un impliqué dans une réponse associée à l’ABA et l’autre dans une réponse indépendante 

de l’ABA. L’expression du gène rd 29A est différente par rapport aux autres gènes rd 

(responsive dehydration: sensible à une déshydratation), leurs promoteurs contiennent des 

éléments DRE activant en cis, impliqués dans la voie rapide d’expression du gène rd 29A, et des 

éléments ABRE (éléments sensibles à l’ABA) impliqué dans la voie lente de l’expression du 

gène rd 29A sous condition de stress (Liu et al. 2000). 

 

En conclusion, Medicago truncatula Gaertner, proche de la luzerne cultivée, a été choisi 

comme une légumineuse modèle grâce a sa grande diversité génétique. Elle est diploïde et 

autogame, avec un petit génome. C'est un modèle utilisé pour les études génétiques et 

moléculaires dans la compréhension des mécanismes de l’adaptation aux stress abiotiques et 

biotiques. Sa capacité de à pouvoir fixer l'azote atmosphérique fait que cette culture ne nécessite 

pas d'engrais azoté qui polluent l’atmosphère. Enfin, cette plante protéagineuse présente un 

intérêt agronomique important qui repose sur un bon rapport production / valeur nutritive du 

fourrage, des besoins en traitements phytosanitaires faibles et une adaptation à des conditions 

pédo-climatiques variées. 
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Analyse de la Tolérance au Stress Salin de Medicago truncatula Gaertn. en relation  

avec le Poids et la Teneur en Protéines de Réserves des Graines 

 

La salinité est l’un des stress abiotiques qui affecte de manière significative la croissance 

des plantes et la qualité des graines. Les légumineuses sont des plantes très importantes sur le 

plan écologique et agricole car ils sont capables d'interagir en symbiose avec des rhizobiums 

pour la fixation biologique de l'azote (Spaink, 2000 ; Perret et al. 2000), ce qui évite l'utilisation 

d'engrais chimiques, qui affectaient la rhizosphère et polluent les nappes phréatiques. Parmi les 

espèces annuelles du genre Medicago, l’espèce Medicago truncatula est largement utilisé 

comme plante légumineuse modèle pour comprendre la tolérance aux stress abiotiques (Young et 

Udvardi, 2009). Ce type de légumineuses ont un grand intérêt pour l'agriculture durable. La 

croissance des plantules au stade précoce de nombreuses plantes cultivées est très sensibles aux 

stress environnementaux (Penmetsa et Cook, 1997). La longueur de la racine et de la tige 

fournissent des indications importantes de la réponse de la plante au stress salin                    

(Jamil et Rha, 2004). Chez certaines plantes, la radicule peut être plus longue que la tigelle et, 

par conséquent, ce rapport peut être inférieure par rapport à d'autres plantes                          

(Snapp et Shenman, 1992). La compréhension de la relation entre le développement des jeunes 

plants, les conditions environnementales et la qualité des graines au niveau physiologique et 

agronomique sont des objectifs fondamentaux de la science des semences                             

(Bláha et Pazderů, 2013). Les protéines qui s'accumulent dans les plantes dans des conditions 

salines peuvent fournir une forme de stockage de l'azote qui est réutilisée plus tard                

(Singh et al. 1987), et peuvent être nouvellement (de novo) synthétisés en réponse au stress salin. 

Elles sont présentes de manière constitutive à faible concentration (Pareek et al. 1997). Il serait 

très intéressant de trouver une association entre la teneur en protéines de réserves graines et la 

tolérance au stress salin.  

Le but de notre étude est d'évaluer la réponse de la croissance des jeunes plants au stress 

salin et surtout la croissance de la radicule chez quatre génotypes de M. truncatula en relation 

avec le poids des graines et la teneur en protéines de réserves afin de rechercher une corrélation 

entre l'accumulation de ces protéines et les paramètres de croissance sous stress salin.               

La détermination du génotype le plus tolérant avec une teneur élevé en protéines de réserves est 

d’un grand intérêt pour l'agriculture durable et l'écologie afin d'améliorer la productivité de cette 

légumineuse très importante sur le plan économique et environnemental (fixation de l'azote). 

Une deuxième approche de cette étude était d'utiliser des graines âgées d’un génotype 

appartenant au M. truncatula afin d'évaluer l'influence de la qualité des graines sur les différents 

paramètres de croissance en relation avec la tolérance à la salinité . 
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Matériels et Méthodes  

1. Matériel  

Nous avons utilisé des graines récoltées en (2010) provenant de génotypes de M. 

truncatula, fournies par différents instituts. Jemalong, qui est le génotype de référence, Tru 131 

de IDGC de Sidi Belabbès, Tru 26 (35° 23’ 17’’ N ; 1° 19’ 22.16’’ E) qui provient de l’ENSA El 

Harrach (Alger), respectivement, et le génotype Tru 673 qui est représenté par des graines âgées 

d’une ancienne collection (24/06/1977) de l'ICARDA à Alep (Syrie).  

 

2. Méthodes 

Les quatre génotypes ont été utilisés à quatre niveaux de traitement par NaCl               

(Eau distillée comme témoin 0, 68, 102 et 137 mM) de chlorure de sodium                        

(Amouri et Fyad Lamèche, 2012). Le génotype Tru 673, caractérisé par une faible vigueur des 

graines (Fig 10), a été utilisé pour étudier l'impact des graines âgées sur la réponse de la radicule 

et la tigelle à la salinité. Les graines ont été scarifiées et stérilisées pendant 10 minutes dans 

l’hypochlorite de sodium (6%) puis rincées trois fois à l'eau distillée pendant deux minutes. Dix 

graines ont été semées dans des boîtes de Pétri et mises à germer sur du papier-filtre imbibé dans 

l'eau distillée et dans les différentes solutions de chlorure de sodium. Les graines des différents 

génotypes de M. truncatula ont été mises à germer dans des boîtes de Pétri (50 mm) sur deux 

couches de papier filtre dans un incubateur maintenu à l'obscurité à 25 ± 2 °C. Les papiers filtres 

ont été changés après 48 heures, afin d'éviter l'accumulation du sel (Rahman et al. 1996). Pour 

évaluer l'effet des différents niveaux de concentrations de NaCl sur les différents génotypes, le 

dispositif expérimental est un dispositif bloc randomisé avec quatre répétitions, l’émergence de 

la radicule est le critère de la germination.  

Pendant dix jours de germination, la longueur de la radicule (RL), la longueur de la 

tigelle (PL) et la longueur des jeunes plants (SL) ont été mesurés. Le pourcentage final de 

germination (FGP), le rapport longueur tige et racine et la vigueur des graines (SV) ont été 

calculés comme suit : PL : RL = rapport longueur tige ( cm ) / longueur racine (cm ) et la vigueur 

des graines germées   (SV) = FGP ( % ) * SL (cm). Dans cette étude, nous avons considéré les 

génotypes comme tolérants ceux qui ont un faible ratio, c'est à dire que leurs racines sont plus 

résistantes que leurs tiges. 
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2. 1. Détermination de la teneur en protéines de réserves des graines  

La teneur en protéines de réserves des graines (SPC) a été déterminée par la méthode 

décrite par Bradford (1976) en utilisant de l'albumine du sérum bovin comme témoin. Quatre 

graines pour chaque génotype, ont été mélangées avec un tampon d'extraction (50 mM Tris -HCl 

(pH: 6,8 ), 2 % de SDS, 2 ,5 % de bêta -mercaptoéthanol, 10 % glycérol). Après broyage, les 

échantillons ont été centrifugés à 14000 rpm pendant 15 minutes et le surnageant a été isolé et 

utilisé pour le dosage des protéines.  

L'intensité de la couleur bleue développée a été enregistrée à 595 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre à UV visibles et la concentration en protéine a été mesurée en utilisant de 

l'albumine du sérum bovin comme témoin. La teneur des graines en protéines de réserves (SPC: 

mg g
- 1

) a été calculée en fonction du poids des graines sèches (SDW : mg ) pour chaque 

génotype . 

 

2. 2.  Analyse statistique 

Tous les tests statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Statistica version 6.1. 

L'analyse statistique a été effectuée en utilisant l’ANOVA à deux facteurs ( P < 0.01 et P < 0,05). 

Basé sur les résultats d'analyse de variance, la comparaison multiple de moyennes a été réalisée 

selon la méthode de Duncan, pour un intervalle de confiance de 95 %, afin de déterminer les 

variations significatives entre les différents traitements (Duncan, 1955). Dans le Tableau 3, les 

différentes lettres après les valeurs à l'intérieur de la même colonne et pour chaque caractère, 

représentent les différences significatives existantes. Les Traits étudiés (rapport tige et racine : 

PL / RL) et la teneur en protéines de réserves (SPC) ont été soumis respectivement à l'analyse de 

classification hiérarchique utilisant la procédure de « Wards minimum variance » comme un 

algorithme de clustering. « Wards méthode minimum » est une procédure de classification 

hiérarchique dans lequel la similitude est utilisé pour rejoindre des groupes et est calculé comme 

la somme des carrés entre les deux groupes sommés sur toutes les variables (Hair et al. 1998). Le 

regroupement des génotypes donne des informations sur leur similitude et différence dans les 

réponses aux stress salin qui facilitent le choix des génotypes utilisés dans les programmes de 

sélection. 

 

Cette partie expérimentale a été réalisée au sein du Laboratoire d’Amélioration des 

plantes à l’université d’Oran 1. 
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Schéma 1 : Protocole expérimentale pour les analyses biométriques et biochimiques 

de 4 génotypes de M. truncatula  à différentes concentrations de NaCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

                                                          

 

 

 

Schéma 2 : Etapes de germination des graines sur le dessus de papiers absorbants dans des boites de 

Petri. 
 

1. Préparation des boîtes de Petri tapissés 

de papiers filtres 

2. Arrosage des solutions de NaCl 3. Scarification des graines. 

4. Semis après stérilisation des 

graines 
5. Germination des graines dans différentes 

solutions de NaCl 
6. Incubation à l’obscurité 

7. Lecture des paramètres biométriques 
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Résultats et Interprétation  

Dans ce chapitre, nous présentons nos résultats en 3 points :  

 

1. Influence du stress sel sur les différents paramètres du développement des jeunes plants  

 

Les résultats présentés ici indique des différences dans la vigueur des graines germées, la 

longueur de la racine et de la tige chez les quatre génotypes étudiés. Les données de l’analyse de 

variance (ANOVA) à un facteur et deux facteurs (Tab 1 et 2), ont montré une différence très 

significative entre les génotypes en interaction avec le traitement salin pour l'ensemble des 

paramètres de croissance étudié et qui diminuent avec l'augmentation de la concentration en 

NaCl (Tab 3). Par rapport au témoin, la longueur de la radicule et la tige diminuent avec la même 

vitesse (2.9 à 1.17 cm et 3.1 à 1.15 ), respectivement. Le rapport tige / racine (PL : RL ratio) a 

diminué (de 1,17 à 0,76) ainsi que la vigueur des graines germées selon le gradient de salinité    

(de 5,47 à 2). Dans cette étude, nous avons utilisé le paramètre (rapport tige / racine PL : RL 

ratio) pour avoir plus d'informations sur la réduction de la longueur de la racine par rapport à la 

longueur de la tige (Fig 11).   

Les résultats ont enregistré un faible ratio chez les génotypes Tru 131 et Tru 673 pour la 

majorité des traitements. Ces données confirment que la partie radiculaire est plus résistante à la 

salinité que la tige chez les génotypes tolérants. Cependant, ce ratio (tige / racine) augmente chez 

les génotypes jugés sensibles Tru 26 et Jemalong, c'est à dire que la partie de la radicule était 

plus sensible que la tige chez les génotypes sensibles (Fig 11). Les résultats de l'analyse des 

regroupements, méthode de variance minimum de Ward des différents génotypes de                 

M. truncatula pour le paramètre (rapport tige / racine = PL : RL ratio) sous différents niveaux de 

stress salin, ont montré qu’il ya deux groupes de génotypes (Fig 12). Le premier groupe 

comprend les deux génotypes tolérants (Tru 131 et Tru 673) avec des valeurs faibles pour le ratio 

et une distance minimale (d = 1,08 ; Tab 4). Le deuxième groupe comprend les génotypes 

sensibles (Tru 26 et Jemalong) qui ont une valeur élevée du ratio avec une distance minimale          

(d = 1,12).  
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Tab 1 : ANOVA à un facteur de l’effet du stress salin sur les différents paramètres de développement des 

jeunes plants chez les génotypes de M .truncatula 

 
RL : longueur de la radicule. PL:  longueur de la tigelle. PL /RL  Ratio. SL: longueur de la plantule. FGP: pourcentage de 

germination/ Final germination pourcentage. VS: Vigueur des graines. Niveau de signification * P < 0.05, ** P < 0.001, ns: Non 

significative, F: coefficient of Snedecor-Fisher 

 

Tab 2 : ANOVA à deux facteurs de l’effet du stress salin sur les différents paramètres de développent des 

jeunes plants chez les génotypes de M. truncatula 

 
Niveau de signification * P < 0.05, ** P < 0.001, ns: Non significative, F: coefficient of Snedecor-Fisher 

 

 

Tab 3 : Classification des moyennes des différents niveaux des stress salin sur les différents paramètres 

de développement chez M. Truncatula. 

 
 

NaCl 

(mM) 

 

 

RL (cm) 

 

PL (cm) 

 

PL/RL 

 

SL (cm) 

 

FGP  

 

SV 

0 2,908  a 3,104 a 1,179a 6,012 a 0,882 a 5,471a 

68 2,289 a 2,372 a 1,012b 4,661 b 0,743 a 4,369 ab 

102 1,923 b 1,964 b 0,885b 3,888 c 0,746 a 3,542 bc 

137 1,175 c 1,154 c 0,765c 2,327 d 0,647 a 2,00 c  

 

Les moyennes mentionnées avec la même lettre pour chaque trait n’est pas significative à 5% selon le test de Duncan. 

 

Source de 

variation 

 

RL (cm) 

 

PL 

 

PL/RL 

 

SL (cm) 

 

FGP 

 

SV 

 

NaCl  

(mM) 

 

 

df 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

0 3 9,855 0,000** 26,95 0,000** 2,60 0,100 13,50 ,000** 3,476 0,051 1,488 0,268 

68 3 39,55 0,00** 23,13 0,000** 5,36 0,014* 32,24 ,000** 0,881 0,478 2,184 0,143 

102 3 32,60 0,000** 17,57 0,000** 1,56 0,200 26,83 ,000** 0,382 0,768 0,337 0,799 

137 3 10,47 0,000** 9,734 0,000** 1,83 0,100 10,18 ,000** 1,033 0,413 2,008 0,167 

 

Source de 

variation 

 

RL 

 

PL 

 

PL/RL 

 

 

SL 

 

FGP 

 

VS 

  

df 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

 

P 

 

F 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

Génotypes 

(G) 

3 78,44 0,00*

* 

70,59 0,000*

* 

9,280 0,000

* 

74,31 0,000*

* 

3,118 0,035

* 

5,469 0,003* 

Traitement 

(T) 

3 43,70 0,00*

* 

65,55 0,000*

* 

1,897 0,428 62,84 0,000*

* 

0,112 0,999 5,564 0,002* 

Interaction     

(G x T) 

9 3,45 0,00*

* 

4,33 0,000*

* 

0,712 0,695 3,40 0,000*

* 

1,161 0,334 0,372 0,943 
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Fig 10 : Vigueur des grains des différents génotypes de M. truncatula sous différentes condition de stress 

salin. Les résultats sont des moyennes ± S.E  (n = 4 répétitions). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 11 : Valeurs moyennes du ratio (Tige / racine) chez les différents génotypes de M. truncatula sous 

différentes concentrations de stress salin. Les résultats sont des moyennes ± S.E  (n = 4 répétitions). 
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Fig 12 : Analyse des groupes des génotypes de M. Truncatula sous différentes concentrations de salinité 

pour le paramètre ratio (Tige /Racine). 
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2. Analyse du poids et de la teneur en protéines de réserves des graines 

  

Les données du poids des graines sèches (SDW) représenté sur la figure 13, montrent que 

le génotype tolérant (Tru 131) avait un poids élevé (5,67 mg/graine) et le génotype sensible (Tru 

26) avec un poids faible (2,27 mg/graine). À propos de la teneur en protéines de réserves (CPS), 

le génotype tolérant (Tru 131) qui a une teneur supérieure en protéine de réserves (CPS = 0,31 

mg g
- 1

) que celles des génotypes sensibles (Jemalong et Tru 26 ) (CPS : 0,15 mg. g
-1

 et 0,077   

mg g
-1

), respectivement (Fig 14). L'analyse des clusters pour la teneur en protéines de réserves 

(CPS) organise les génotypes de M. truncatula en deux groupes (Fig 15). Ce résultat est le même 

obtenu à partir de l’analyse du cluster sur le rapport tige / racine (Fig 12). Le premier groupe 

comprend les deux génotypes tolérants (Tru 131 et Tru 673) avec une distance minimum           

(d = 1,01). Le deuxième groupe comprend ceux qui sont sensibles (Tru 26 et Jemalong) avec une 

distance minimum (d = 1,00 ; Tab 5). Ces données suggèrent que les génotypes avec une haute 

teneur en protéines de réserves sont plus tolérants que chez les génotypes sensibles . 

 

3. Relation entre les différents paramètres du développement des jeunes plants sous stress 

salin avec le poids des graines et la teneur en protéines de réserves 

 

Il existe une relation positive et hautement significative entre le poids sec des graines 

(SDW ) et la longueur de la radicule (RL) avec un coefficient de corrélation (r = 0,95* ; Tab 6).                     

La figure 16, illustre cette association, par exemple, le génotype tolérant (Tru 131) qui a un plus 

haut poids des graines (SDW) a une longueur racinaire élevé (RL) et une meilleure croissance 

radiculaire. En outre, nous avons constaté un coefficient de corrélation positive ( r = 0, 92) entre 

la teneur en protéines et le poids ges graines (SPC et SDW ; Tab 6). La figure 17, illustre cette 

relation et le génotype le plus tolérant (Tru 131) a une valeur élevé que chez la plus sensible (Tru 

26). Une autre donnée intéressante, est l'association entre la teneur en protéines de réserves 

(SPC) et la longueur radiculaire (RL) avec un coefficient de corrélation (r = 0, 84 ; Tab 6). La 

figure 18 montre cette association pour le génotype le plus tolérant (Tru 131) qui a la longueur la 

plus élevé des racines et une teneur supérieur en protéines de réserves par rapport à la sensible 

(Jemalong) sous différentes concentrations de salinité. 
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Tab 4 : Matrice des distances entre les génotypes de M. truncatula sous différents niveaux de stress salin 

pour le ratio (Tige /Racine).  

 

       *Graines âgées 

 

Tab 5 : Matrice des distances entre les génotypes de M. truncartula pour la teneur en protéines de 

réserves. 

*Graines âgées 

 

Tab 6 : Coefficients de corrélation (r) entre différents paramètres de développement des jeunes plants 

sous différentes concentration des salinité, poids des graines sèches et la teneur en protéines de réserves 

chez M.truncatula. 

  

RL : longueur de la radicule. PL:  longueur de la tigelle. PL /RL  Ratio. SL: longueur de la plantule. FGP: pourcentage de 

germination. VS: Vigueur des graines. SPC: Teneur en protéines de réserves des graines. SDW: poids sec des grains. Niveaux de 

signification de corrélation * P < 0.05 

 

 

Génotypes 

 

Tru 131 

 

 

Tru 673* 

 

Tru 26 

 

Jemalong 

Tru 131 
0    

Tru 673* 1,08 0   

Tru 26 2,07 1,38 0  

Jemalong 3,00 2,05 1,12 0 

 

Génotypes  

 

Tru 131 

 

 

Tru 673* 

 

Tru 26 

 

Jemalong 

Tru 131 0    

Tru 673* 1,01 0   

Tru 26 2,01 1,00 0  

Jemalong 3,00 2,00 1,00 0 

Traits SV PL/RL RL PL FGP L SPC SDW 

SV 1        

PL/RL 0,76 1       

RL 0,92 0,10 1      

PL 0,92 0,72 0,70 1     

FGP 0,97* 0,63 0,84 0,94 1    

SL 1,00* 0,42 0,93 0,91 0,96* 1   

SPC 0,55 -0,45 0,84 0,20 0,41 0,59 1  

SDW 0,79 -0,17 0,95* 0,53 0,64 0,82 0,92 1 
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Fig 13 : Poids des graines sèches des différents génotypes de M. truncatula. Les résultats sont des 

moyennes ± S.E  (n = 4 répétitions) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 14 : Teneur en protéines de réserves chez les différents génotypes de M. truncatula. Les résultats sont 

des moyennes ± S.E  (n = 4 répétitions) 
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Fig 15 : Analyse des groupes des génotypes de M. Truncatula pour la teneur en protéines de réserves. 

 

 

 

Fig 16 : Relation entre la longueur de la Racine (RL) et le poids des graines sèches (SDW) sous 

différentes concentration en stress salin chez les génotypes de M.truncatula. 
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Fig 17 : Relation entre la teneur en protéines de réserves (SPC) et le poids des graines sèches (SDW) chez  

les génotypes de M.truncatula. 

 

Fig 18 : Relation entre la teneur en protéines de réserves (SPC) et la longueur de la racine (RL) chez les 

génotypes de M.truncatula . 
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Discussion  

 

La croissance des plantules est l'étape critique pour l’étude du comportement des plantes 

dans des conditions salines (Bosque - Perez et al. 1998). Les résultats montrent qu’en général, 

tous les paramètres de développement mesurés ont diminué avec l’augmentation de la salinité. 

La salinité élevée peut inhiber l'allongement de la racine et en ralentissant l'absorption de l'eau 

par la plante (Werner et Finkelstein, 1995). La capacité des plantes à tolérer le stress salin varie 

selon le stade du développement durant leur cycle de vie (Khan et al. 2002) et l'émergence des 

plantules est essentielle pour la mise en place des populations végétales ( Khan et Gulzar, 2003). 

La majorité des recherches indique que la plupart des cultures annuelles sont tolérantes au stade 

germination mais sensible au cours du développement végétatif précoce (Maas et Grattan, 1999). 

Par ailleurs, Les racines sont la partie la plus sensible de la plante et ont un rôle central sur le 

contrôle de la transmission rapide d'information aux autres parties de la plante                       

(Bláha et Pazderů, 2013). Ainsi, il est intéressant d'examiner la croissance radiculaire par rapport 

à l'allongement de la tige dans différentes conditions de stress salin. Les résultats ont enregistré 

un faible ratio chez les génotypes Tru 131 et Tru 673 pour la majorité des traitements. Ces 

données confirment que la partie radiculaire est plus résistante à la salinité que la tige chez les 

génotypes tolérants. Le génotypes Tru 26 et Jemalong ont montré une faible tolérance au stress 

salin. Récemment, des travaux ont montré que le génotype Tru 26 est sensible au stress par le 

froid. Zahaf et al. (2012), ont analysé le transcriptome de la partie racinaire chez deux génotypes 

de M. truncatula ayant des réponses contrastées au stress salin : TN1.11 (tolérant), échantillonné 

dans un sol tunisien salin, et Jemalong A17 génotype de référence (sensible). Ainsi, les 

génotypes tolérantes ont montré une croissance accrue des racines sous stress salin et une 

accumulation différentielle des ions de sodium par rapport à Jemalong A17. Les mêmes auteurs 

ont constaté que les longueurs des racines chez ces deux génotypes contrastés ont été 

significativement réduites après 90-150 mM NaCl par rapport aux plantes non traitées. Dans 

notre étude, nous avons observé une réduction significative de la longueur des racines après 68-

102 mM de NaCl par rapport à des plantes témoins. Les résultats analysées confirment que le 

génotype Tru 673 (issues de graines âgées) est associé au génotype tolérant Tru 131. Bláha et 

Pazderů (2013) ont rapporté que pendant une longue durée de conservation des graines, ces 

derniers perdent rapidement l'énergie de germination (faible vigueur) et les graines âgées 

peuvent influencer la croissance optimale des graines.  
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Il semble que les changements les plus importants pendant une longue durée de 

conservation des graines, proviennent des conditions environnementales qui peuvent causer la 

dégradation des protéines de réserves. D'autre part, des graines de qualité sont des graines non 

endommagés qui ont un taux élevé de germination, qui produiront des jeunes plants uniformes et 

vigoureux (Dickson, 1980). Concernant le sensibilité de Jemalong, le même résultat chez le 

génotype sensible Jemalong A17 sous stress salin a été trouvé par (Zahaf et al. 2012). 

Les résultats obtenus ont montré que les génotypes avec une haute teneur en protéines de 

réserves sont plus tolérants (Tru 131 et Tru 673) que chez les génotypes jugés sensibles           

(Tru 26 et Jemalong). Dornbos et al. (1991) ont constaté que le stress hydrique réduit le poids 

moyen de la graine de 15% à 27°C, et de 22% à 33° C. Aussi, Erskine et Ashkar (1993), a 

expliqué la réduction du poids moyen des graines chez la lentille avec l'augmentation de la 

limitation de l'eau de la graine, peut être entraîné par la stimulation de la maturité des graines en 

situation de stress. La taille des graines est considéré comme un facteur important que pendant 

les premiers stades de croissance (Ghassemi- Golezani ,1992) et il est intéressant d'utiliser des 

graines d’un poids élevé, comme le cas des graines du génotype le plus tolérant (Tru 131) dans 

l’agriculture. Djemel et al. (2005) ont affirmé que les graines de M. truncatula accumulent de 

grandes quantités de protéines de réserves jusqu'à 32-42 % du poids sec. Ceci suggère que le 

génotype le plus tolérant (Tru 131) a un potentiel génétique (gènes) pour résister au stress salin. 

Les protéines qui s'accumulent dans les plantes dans des conditions salines peuvent fournir une 

forme de stockage de l'azote qui est réutilisée plus tard (Singh et al.1987) et peuvent jouer un 

rôle dans l'ajustement osmotique. Leur fonction de protection consiste à stabiliser les structures 

membranaires (Tolleter et al. 2010). L’induction de la tolérance au stress est corrélé avec 

l'apparition à la fin de l'embryogenèse des protéines (LEA) et aux protéines de choc thermique 

(HSP) qui s'accumulent lors de la maturation tardive des graines sous contrôle de l'acide 

abscissique (ABA) (Gallardo et al. 2001). Ces protéines qui sont impliquées dans la tolérance au 

déficit hydrique et sur la longévité des graines orthodoxes sont également induits par la salinité 

et peuvent agir comme osmoprotecteurs et antioxydants (Kalemba et Pukacka, 2007). 

Les résultats ont montré que le génotype tolérant (Tru 131) qui a un plus haut poids des 

graines (SDW) a une longueur racinaire élevé (RL) et une meilleure croissance radiculaire.           

Toon et al. (1990) ont montré que la taille élevé des graines ont une meilleure qualité et un grand 

potentiel génétique pour la germination. Cependant, la qualité des graines peut être liée à la 

variation de la teneur en nutriment de ces graines (Abidîne et al. 1993) et aussi de le type de 

collection des graines (Bellari et Tani, 1993). Après l’anthèse et en cas de carence d'eau, une 

corrélation positive a été trouvée entre le poids des grains et l'indice de récolte chez le blé 

(Koocheki et al. 2006).  
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Les racines sont influencées par la qualité des graines au début de la croissance des 

plantes. Généralement, on sait que la qualité biologique des graines est également l'un des 

facteurs fondamentaux qui influence sur la croissance et le développement des racines pendant la 

période de végétation (Bláha et Pazderů, 2013). En plus, les résultats analysées démontre que le 

génotype le plus tolérant (Tru 131) qui a la longueur la plus élevé des racines a aussi une teneur 

supérieur en protéines de réserves par rapport à la sensible (Jemalong). (Ingram et Bartels, 1996) 

ont affirmé que chez les plantes supérieures, le stress osmotique induit plusieurs protéines qui 

sont liés aux protéines (LEA) et aux protéines du choc thermique (HSP). La corrélation entre 

l’accumulation de ces protéines et la tolérance au stress salin indique le rôle de protecteur contre 

le stress hydrique et que la qualité des graines a augmenté au cours des derniers stades de 

développement, après que les graines ont atteint un poids sec maximal (Sanhewe et al. 1996). 

 

En conclusion, l'étude de l'effet du stress salin sur le développement des plantules chez 

quatre génotypes de M. truncatula, montre une variabilité significative entre les différents 

génotypes. Un ratio faible (Tige / racine) a été observée chez les génotypes tolérantes (Tru 131) 

et (Tru 673). Ceci explique la résistance racinaire au stress salin par rapport à la tige. En outre, 

cette étude montre l'influence de l’âge des graines de l’écotype (Tru 673) sur le développement 

de la racine et la croissance de la tige séparément, mais pas sur le rapport tige : racine et la 

capacité à tolérer le stress salin. Cela peut s'expliquer par la présence des gènes impliqués dans la 

tolérance à la salinité. Le même regroupement des génotypes a été obtenu pour la teneur en 

protéines de réserves (CPS). Cela permet de conclure que les génotypes avec un rapport tige : 

racine élevé ont une teneur élevé en protéines de réserves chez les génotypes les plus tolérants 

(Tru 131 et Tru 673) que celles des génotypes sensibles (Tru 26 et Jemalong). Néanmoins, 

d'autres investigations sont nécessaires pour évaluer l'accumulation de ce type de protéine en 

rapport avec la tolérance à la salinité.  
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Analyse de la Diversité Génétique des Protéines de Réserves par Electrophorèse 

 

Les graines de Medicago truncatula accumulent une large quantité de protéines à la 

maturité jusqu’à 32- 42 % du poids sec (Djemel et al. 2005). La salinité est un stress abiotique 

important qui affecte significativement la croissance des légumineuses en relation avec 

l’expression des protéines issues des protéines de réserves des graines. Ce genre de protéines sont 

considérés comme des facteurs influençant sur la diversité génétique (Rodrigues-Quijano et al. 

2001). Ils sont polymorphes et extrêmement stables (Valero et al. 2009).  

La méthode SDS-PAGE est une technique adéquate pour identifier les variétés et sont 

utilisés avec succès dans l’évaluation de la diversité génétique (Sharma et Maloo, 2009). La 

caractérisation des graines est nécessaire pour l’évaluation des ressources génétiques et 

l’utilisation des génotypes intéressants dans les programmes de conservation et d’amélioration 

(Hamrick et al. 1991 ; Crawford et al. 2001). L’évaluation du niveau et de la structure de la 

diversité génétique des protéines de réserves des graines chez M. truncatula est un acquis pour 

l’amélioration des plantes et les programmes de conservation des ressources génétiques.  

Le but de notre étude est l’évaluation de la diversité génétique entre les différents 

génotypes de M. truncatula et la détermination des bandes protéiques en relation avec la tolérance 

au stress salin. 

 

Matériels et méthodes 

1. Matériel  

Des graines appartenant aux quartes génotypes différents de M. truncatula, étudiés dans le 

chapitre (2) ont été utilisés pour l’analyse de la diversité génétique des protéines de réserves.  

 

2. Méthodes 

2. 1. Extraction des protéines de réserves et SDS-PAGE 

Nous avons extrait les protéines de réserves des graines selon la procédure de Fyad 

Lamèche (1998) modifiée. Les protéines sont extraites à partir de chaque graine pour chaque 

génotype et homogénéisées avec le tampon d’extraction (50 mM Tris-HCl (pH :6,8), 2% SDS,   

2,5 % beta-mercaptoethanol, 10 % Glycerol). Les échantillons sont centrifugés à 14000 tours par 

minute durant 15 min et le surnageant est séparé pour les différents essais.  La procédure Laemmli 

(1970) a été utilisé pour l’analyse des protéines par l’électrophorèse en SDS PAGE discontinu 

verticale (4,5 et 7,5 %). La méthode de coloration standard et la décoloration a été utilisé pour 

visualiser clairement les fragments protéiques pour un scorer (scoring) des bandes : les gels ont été 

colorés dans 0.25 % de bleu de coomassie brillant blue - R250, décolorés dans 50 %  de méthanol 

v/v, 40 % d’acide acétique v/v et 10% d’eau distillée.  
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2. 2. Analyse des données 

Les électrophoregrammes de chaque génotype ont été scorés et la présence d’une bande (1) 

ou l’absence (0) a été noté. La présence ou l’absence d’une bande ont été enregistré dans une 

matrice binaire et analysé par le logiciel Statistica (version 6.1), basé sur le coefficient de 

similarité de Jaccard. Le dendrogramme est construit selon de la méthode  d'un groupe de paire 

non pondéré avec les moyennes arithmétiques (UPGMA ; Fig 20). 

 

Cette partie expérimentale a été réalisée au sein du Laboratoire d’Amélioration des Plantes 

à l’université d’Oran 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 3 

69 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 3 : Protocole d’extraction et analyse des protéines de réserves  

par électrophorèse SDS PAGE 

 

Broyage des graines sèches dans mortier contenant sable + tampon d’extraction : 

(50mM Tris-HCl, pH :6,8 , 2 % SDS, 2,5 % beta-mercaptoethanol, 10 % Glycerol)  

  

Dénaturation thermique (100°C , 5mn)  

Analyse des protéines par électrophorèse 

SDS PAGE (Laemmli,1970) 

Centrifuger à 14000 t / mn  15 min 

Préparation Gels électrophorèse : 

 

1. Solution pour le Gel de concentration :  

4,5 % d’Acrylamide dans du tampon Tris - Hcl, pH = 6.8 

+ 2 % de SDS, du Temed et du Persulfate d’ammonium. 

 

2. Solution pour le Gel de séparation :  

7.5 % d’Acrylamide dans du tampon Tris-Hcl, pH = 8.8 

+ 2 % de SDS et du Persulfate d’ammonium.  

 

Migration : 

Migration à une tension de 150 volts pendant 6 h avec 

une  intensité de 30 mA.  

 

Coloration et décoloration des Gels : 

 

Solution de coloration : 0.1g Bleu de Coomassie R250 + 

50 % de méthanol v / v + 40 % d’acide acétique v / v + 

10 % H2O). 

 

Solution de décoloration : 40 % d’acide acétique + 50 % 

méthanol et 10 % H2O 

 

Récupération du surnageant (Protéines solubles). 
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Résultats et interprétation 

1. Analyse du polymorphisme des profiles protéiques 

Les profiles des protéines chez les différents génotypes de Medicago truncatula ont été 

étudiés et révèlent des variation quantitatives et qualitatives en terme du nombre de bandes, leurs 

intensité et leurs poids moléculaire (Tab 7). En se basant sur le poids moléculaire des bandes, les 

profiles ont révélé trois régions.  

La région I (10 - 40 kDa) comprend 10 bandes. La région II (40 - 60 kDa) consiste en 5 

bandes et la région III ( 60 - > 80 kDa) apparaît avec 5 bandes. Les 20 bandes protéiques 

(polypeptides) de poids moléculaire divers allant de 10 à > 80 kDa ont été identifiés. Deux sont 

monomorphiques (bande 1 et 9) localisées dans la région I et II, respectivement, et sont commun 

chez tous les génotypes. Les génotypes montrent une considérable variation dans le nombre de 

bandes protéiques allant de 7 à 14 bandes. Parmi ces génotypes, le génotype tolérant Tru 131 

montre un maximum de bandes protéiques (14), alors que le génotype sensible Tru 26 montre un 

minimum de 7 bandes.  Les génotypes Tru 673 et Jemalong ont enregistré un nombre moyen de 

bandes, dix et onze respectivement. Les bandes 6, 11 et 15 sont absentes chez le génotype sensible 

(Tru 26). Cependant, la bande (4) est présente seulement chez Jemalong et les bandes 3,5,8,10 et 

18 sont présents chez le génotype Tru 673, les bandes 7 et 20 chez le génotype Tru 131. Toutefois, 

les bandes 13 et 14 (région III) très polymorphes, sont présents chez les génotypes tolérants (Tru 

131 et Tru 673) mais non chez les génotypes sensibles (Tru 26 et jemalong). Ces bandes 

protéiques (polypeptides) peuvent être considérés comme spécifiques aux génotypes tolérants  

(Fig 19). En même temps, on note la présence des bandes 16 et 17 hautement polymorphes chez le 

génotype tolérant Tru 131 et le génotype sensible. Ces bandes sont absentes chez les autres 

génotypes.  

 

2. Recherche de similarités par analyse des clusters 

L’indice de similarité pour les quatre génotypes varie de 13,3 à 66,7 %. Un haut 

pourcentage de similarité entre les génotypes Tru 131 et jemalong a été enregistré et qui est de 

66,7 %, malgré leurs différence pour la tolérance au stress salin, car il y a plus de bandes intenses 

(variation quantitatives) chez le génotype tolérant (Tru 131) que le génotype sensible (jemalong), 

alors qu’un minimum de similarité existe entre les génotypes (Tru 26 et Tru 673) avec des 

variation quantitatives majeurs. L’analyse du regroupement (Clustering) des génotypes basé sur 

l’indice de similarité et UPGMA donne trois groupes différents (Fig 20). Le premier groupe 

comprend un génotype modérément tolérant (Tru 673). Le deuxième groupe composé de deux 

génotypes contrastés Tru 131 et Jemalong vis-à-vis du stress salin mais avec des modifications 

quantitatives majeures (présence des mêmes bandes avec différentes intensités). Le troisième 

groupe comprend un seul génotype (Tru 26), jugé sensible au stress salin.            
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Fig 19 : Profiles des protéines de réserves chez les quatre génotypes de M. truncatula. 

M: molecular weight marker (10 - 256 KDa: BioLabs). 

1 : Tru 26. 2 : Tru 673. 3 : Tru 131. 4 : Jemalong. 
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 Tab 7 : Nombre et Type de bandes de la diversité génétique chez les quatre génotypes de Medicago 

truncatula. 

 

 

 

Tab 8 : Matrice de similarité basée sur le coefficient de Jaccard pour les protéines de réserves des graines 

chez les génotypes de  M. Truncatula . 

 

Genotypes Tru 26 Tru 673 Tru 131  Jemalong 

Tru 26 1 0.133 0.500 0.385 

Tru 673  1 0.263 0.312 

Tru 131   1 0.667 

Jemalong    1 

 

 

 

Région 

Bandes 

N° 

Valeurs 

Rf  

 

 

Poids 

moléculaire 

(kDa) 

Génotypes 

Tru 26 Tru 673 Tru 131 Jemalong 

 

 

 

Région I 

1 0,37 >80 1 1 1 1 

2 0,41  

 

> 60 - 80 

1 0 1 1 

3 0,43 0 1 0 0 

4 0,46 0 0 0 1 

5 0,49 0 1 0 0 

 

 

Région II 

6 0,55  

 

> 40- 60 

 

0 1 1 1 

7 0,57 0 0 1 0 

8 0,62 0 1 0 0 

9 0,64 1 1 1 1 

 10 0,65  

 

 

 

 

 

10- 40 

 

0 1 0 0 

 

 

 

 

Région III 

 

11 0,66 0 1 1 1 

12 0,69 1 0 1 1 

13 0,71 0 0 1 1 

14 0,74 0 0 1 1 

15 0,79 0 1 1 1 

16 0,82 1 0 1 0 

17 0,84 1 0 1 0 

18 0,86 0 1 0 0 

19 0,89 1 0 1 1 

20 0,91 0 0 1 0 

 Nombre totale de bandes 07 10 14 11 

Nombre de bandes monomorphiques  02 (Region I and II)   
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Fig 20 : Dendrogramme (UPGMA) basé sur les profiles protéiques des protéines de réserves chez  

M. Truncatula. 
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Discussion  

Les profiles des protéines chez les différents génotypes de Medicago truncatula révèlent 

des variation quantitatives et qualitatives. Les profiles protéiques des graines sont souvent 

spécifiques des espèces et hautement stables (Ladizinsky et Hymowitz, 1979). Ces mêmes auteurs 

rapportent la présence d’une variation dans le nombre et la position et l’intensité des bandes chez 

des accessions de M. truncatula, suggérant que ces bandes sont sous contrôle d’un système de 

gènes quantitatives.  

Les résultats décrits ci-dessus, montrent que la région III est plus polymorphe que les 

régions I et II. Ceci suggère que la région III est hautement polymorphe et sans la présence de 

bandes monomorphes. Cette région est peut être impliqué dans le contrôle de la tolérance au stress 

salin chez Medicago truncatula. Fyad Lamèche et al. (1996) affirment que la variation des bandes 

(absence ou présence) au sein des espèces annuelles du genre de Medicago peut être due à 

l’expression d’un seul locus, ou chaque bande est contrôlé par un allèle et chaque bande 

correspond a un monomère. Une autre suggestion signalé par Shepherd (1968) et Kalinova (2006), 

que chaque bande est gouvernée par plusieurs gènes localisés sur différents chromosomes.  

L’indice de similarité pour les quatre génotypes, nous a permis d’évaluer la degré de 

ressemblance et de diversité entre les profils protéiques de chaque génotype. Damerval et 

al. (1987) suggèrent que les variations quantitatives dans les niveaux du produit d’un gène révélé 

par la technique d’électrophorèse est une base plus importante dans la détection des changements 

morphologiques et adaptatives que les variations classiques (présence /absence) de bandes. Dans 

le même contexte, Malik et al. (2009), montrent que des accessions du soja à partir de sources 

variées diffèrent considérablement, indiquant qu’il n’y a pas une relation définie entre la diversité 

génétique et la diversité géographique. Des résultats similaires ont été reporté par (Ghafour et al. 

2003) chez le pois chiche. Le degré de lien génétique entre les génotypes, en se basant sur les 

informations obtenues du dendrogramme (pedigree) peut dé fois être imprécis ou incomplet 

(Maccaferri et al. 2003). Djabeur et al. 2008, ont montré que des modifications intraspécifiques 

existent dans les profiles protéiques de l’espèce Lygeum spartum L, une graminée pérenne. Ces 

modifications étaient concomitantes avec des facteurs externes climatiques.  
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Le dendrogramme obtenu dans notre étude, révèle une diversité génétique modérée car 

deux parmi les quatre génotypes sont dans différents groupes appartenant à la même espèce. Nos 

résultats suggèrent que les deux génotypes contrastés (Tru 673 et Tru 26), montrent un meilleur 

démarquage des profiles protéiques pour leurs présence ou absence de bandes, mais l’intensité des 

bandes est très recommandée pour une bonne discrimination entre les génotypes tolérants et 

sensibles, ceci est illustré par exemple, par la comparaison  entre le génotype tolérant (Tru 131) 

avec une intensité des bandes élevée et le génotype sensible (Tru 26) avec une faible intensité. 

 

En conclusion, la technique SDS-PAGE des protéines de réserves des graines peut être 

utilisé pour l’évaluation de la diversité génétique chez Medicago truncatula en relation avec les 

données sur la tolérance au stress salin. L’analyse des résultats a révélé une variation modérée 

entre les génotypes, ainsi les bandes 13 et 14 sont spécifiques des génotypes jugés tolérants        

Tru 131 et Tru 673. Aussi l’intensité des bandes protéiques en relation avec le stress salin est 

vraiment recommandée pour discriminer entre les génotypes tolérant et ceux jugés sensibles 

comme par exemple entre Tru 131 et Tru 26. Ces informations peuvent être utilisées pour 

identifier spécialement les nuances entre les différents génotypes sous stress salin chez l’espèce 

modèle Medicago truncatula. 
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Étude du Comportement de deux Génotypes contrastés de Medicago truncatula Gaertn.  

vis-à-vis du Stress Salin 

 

 A un stade précoce de développement des jeunes plants, la germination devient un 

facteur déterminant pour le développement de la plante sous l’action de la salinité. Ainsi, toutes 

les graines n'ont pas la même capacité de tolérer la dessiccation. Les protéines qui s'accumulent 

chez les plantes en croissance sous l’effet du stress salin, jouent un rôle important dans 

l'ajustement osmotique (Singh et al. 1987). Il est donc intéressant de trouver une association 

entre la teneur en protéines solubles au cours de l’ontogénèse et la tolérance au stress salin, car, 

la diminution de la synthèse des protéines et le polymorphisme dans les profiles protéiques est un 

phénomène commun pour les différentes plantes sous stress salin (Merril, 1990).  

L’objectif de la présente étude, est d’évaluer la variabilité génétique au niveau 

phénotypique (aptitude de germination) et au niveau biochimique (synthèse des protéines 

solubles) pour la tolérance au stress salin entre deux génotypes contrastés, l’un tolérant Tru 131 

et l’autre sensible Jemalong. 

 

Matériels et méthodes  

1. Matériel  

Notre étude a porté sur deux génotypes contrastés de M. truncatula. Le tolérant (Tru 131) 

nous a été fournis par l’IDGC Belabess et le génotype Jemalong «sensible», ont été utilisés à 

quatre concentrations de NaCl (0, 68, 102 et 137 mM). 

 

2. Méthodes 

2.1. Condition de germination et paramètres calculés  

Pour chaque génotype, quarante graines scarifiées après désinfection sont réparties en 

quatre lots, le lot témoin et trois lots traités à différentes concentrations. Les graines sont mises à 

germer à l’obscurité en boîte de Petri fermées et tapissées avec du papier filtre imbibé du milieu 

correspondant, dans une étuve à une température de 25 ± 2°C. Chez Medicago truncatula, la 

condition optimale est l’obscurité et la lumière diminue la vitesse de germination               

(Gimeno Gilles, 2009). Les graines germées sont dénombrées quotidiennement afin d’analyser la 

cinétique de germination, l’émergence de la radicule étant l’indicateur de la germination. Les 

boites de Pétri sont arrosées tous les deux jours (3 ml par boite de solution des différentes 

concentrations de NaCl) pour maintenir les graines toujours imbibées.  
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Neuf jours après le semis et à une température de 25 ± 2°C, le taux de germination (TG) est 

calculé afin d’analyser la capacité germinative, car après cette durée, un taux élevé de graines 

germées est observé aux différentes doses de salinité. Ces taux représentent le pourcentage de 

graines germées par rapport au total de graines semées.  

Pour déterminer la tolérance d’un génotype, un indice (I.T) égal au rapport de la valeur notée 

sous stress sur celle du témoin, est calculé. Il a été considéré que les plantes tolérantes ont un 

indice de tolérance plus élevé que les plantes sensibles. Afin de normaliser les deux variables 

(TG et I.T), les valeurs ont été analysées après transformation mathématique par (Arcsin√x) afin 

de normaliser les données (loi normale). Le dispositif expérimental utilisé est un dispositif bloc, 

échelonné dans le temps, complètement aléatoire, avec trois répétitions (n = 3). Dans chaque 

répétition, chaque génotype est représenté par dix individus. 

 

2.2. Détermination de la teneur en protéines des jeunes plants sous stress salin 

La teneur en protéines de réserves a été déterminée par la même méthode décrite dans le 

chapitre 2. La teneur des jeunes plants en protéines solubles (mg / g) a été calculée en fonction 

du poids frais des jeunes plants (mg) pour chaque génotype. 

 

Cette partie expérimentale a été réalisée au sein du Laboratoire d’Amélioration des 

Plantes à l’université d’Oran 1. 

 

Résultats et interprétation 

1. Etude de la variabilité de la tolérance à la salinité au niveau phénotypique et 

biochimique durant la germination 
 

Le stress salin, quelle que soit la concentration en NaCl, diminue le taux de germination 

des graines. Le test de l’analyse de variance à deux facteurs, s’est révélé hautement significatif 

pour l’effet traitement sur le taux de germination (Tab 9). Les taux de germination en absence de 

stress sont compris entre 90 et 100 %. Le génotype Tru 131 présente l’indice de tolérance le plus 

élevé pour le taux de germination quel que soit le traitement par rapport à Jemalong. Les indices 

de tolérance du taux de germination enregistrés sur l’ensemble des trois répétitions de 

l’expérience montre que le génotype Tru 131 est le plus vigoureux et qui tolère le mieux au 

stress salin, tandis que le génotype Jemalong, le moins vigoureux, tolère le moins l’effet de ce 

stress. 

A la lecture du Tableau 9 sur l’analyse de variance à deux facteurs, ceci montre un effet 

génotype et traitement significatifs pour l’indice de tolérance (IT), et un effet traitement 

hautement significatif pour le poids frais des jeunes plants. Sous stress salin, le génotype Tru 

131, montre un poids frais élevé des jeunes plants (Fig 23) et une teneur en protéines augmenté 

par rapport à Jemalong (Fig 24).  
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2. Cinétique de germination 

La cinétique de germination présenté sur les Figures 27, 28 et 29, montrent que les 

courbes relatives aux taux de germination des graines sous stress salin, sont situées en dessous de 

celles du témoin (Fig 26). Elles diminuent au fur et à mesure que la concentration de NaCl 

augmente. En conditions témoins, les deux génotypes Tru 131 et Jemalong, présentent une 

capacité de germination élevée surtout pour Jemalong. Pour ce dernier, la capacité germinative 

se stabilise à partir du deuxième jour (J2), alors que chez Tru 131, la vitesse se stabilise à partir 

du huitième jour (J8). Sous stress salin, les résultats de l’essai montrent que les concentrations 

68, 102 et 137 mM de NaCl réduisent la vitesse et la capacité germinative des graines. Toutefois, 

le génotype Tru 131, s’avère le plus tolérant, avec une capacité de germination plus élevée que 

celle de Jemalong (Fig 25).  
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Schéma 4. Protocole expérimentale pour les analyses biométriques et biochimiques des génotypes :  

Tru 131, tolérant et Jemalong, moins tolérant, sous différentes concentration de NaCl. 
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Tab  9 : Résultats de l’analyse de variance à deux facteurs de l’effet traitement, génotype et leurs 

interaction pour les paramètres : taux de germination et indice de tolérance, poids frais et teneur en 

protéines 

 

 

 

 

*P < 0.05, ** P < 0.001; ns, non significatif 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Source de variation 

 

 

Génotypes (G) 

 

Traitement (T) 

(stress salin)  

 

Interaction (GxT) 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

 

F 

 

P 

Taux de germination 

TG : % 

0,04 0,853 24,27 0,000** 1,61 0,227 

Indice de tolérance 

(IT)  

6,32 0,029* 24,66 0,000** 0,09 0,911 

Poids frais :  mg 0,424 0,533 8,107 0,008* 1,147 0,388 

Teneur en protéines : 

mg/g 

4,737 0,061 1,020 0,434 0,311 0,817 
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Fig 21 :  Résultats du taux de germination des deux génotypes de M. truncatula  Tru 131, tolérant et 

Jemalong,  moins tolérant) sous l’effet NaCl. Les résultats sont des moyennes ± S.E  (n = 3 répétitions). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 22 :  Indice de tolérance des deux génotypes de M. truncatula  (Tru 131, tolérant et Jemalong,  moins 

tolérant) sous l’effet NaCl. Les résultats sont des moyennes ± S.E  (n = 3 répétitions). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 23 :  Poids frais des jeunes plants des deux génotypes de M. truncatula  Tru 131, tolérant et 

Jemalong,  moins tolérant) sous l’effet NaCl. Les résultats sont des moyennes ± S.E  (n = 3 répétitions). 
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Fig  24 : Teneur en protéines solubles des jeunes plants chez les deux génotypes contrastés de M. 

trunacatula (Tru 131, tolerant et Jemalong, moins tolérant) sous différentes concentration NaCl. Les 

résultats sont des moyennes ± S.E  (n = 3 répétitions). 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 25 : Croissance des plantules de deux génotypes contrastés de M. truncatula (Tru 131 et Jemalong) 

sous différentes concentration NaCl. 
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Fig 26 : Cinétique de germination des graines des deux génotypes de Medicago truncatula en condition 

témoin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 27 : Cinétique de germination des graines des deux génotypes de Medicago truncatula à une 

concentration de NaCl faible (68mM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 28 : Cinétique de germination des graines des deux génotypes de Medicago truncatula à une 

concentration de NaCl modérée (102mM) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 29 : Cinétique de germination des graines des deux génotypes de Medicago truncatula à une 

concentration de NaCl maximale (137 mM) 
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Discussion  

 

Les données obtenus après une durée de traitement de neuf jours, indiquent que les taux 

de germination des graines diminuent considérablement avec l’augmentation de la salinité (Fig 

21). Ainsi, toutes les graines n’ont pas une capacité identique de tolérer la salinité           

(Gimeno Gilles, 2009). Selon Prado et al. (2000), la diminution du taux de germination des 

graines soumises à un stress salin serait due à un processus de dormance osmotique développé 

sous ces conditions de stress. Les résultats analysés, illustrent que le génotype Tru 131 qui est le 

plus vigoureux avec un poids frais élevé des jeunes plants et une teneur en protéines augmenté, 

tolère le mieux le stress salin par rapport au Jemalong. Farissi et al. (2014) ont constaté que la 

salinité affecte négativement la production fourragère des populations marocaines de luzerne. Il 

en est de même pour divers paramètres qualitatifs (rapport feuilles/tiges et teneurs des plantes en 

azote et en protéines). Chez Medicago sativa, le gène Alfin1 code pour une famille de facteurs de 

transcription et leur expression est corrélée avec la tolérance au sel (Winicov et Bastola 1999). 

Une teneur élevée en protéines solubles a été observée chez des cultivars de riz tolérants au 

stress salin (Ashraf et Harris, 2004). Agastian et al (2000) ont rapporté que les protéines solubles 

augmentent à faible dose de salinité et diminuent à forte concentration chez des cultivars de 

mûriers.  

Il a été reporté aussi que le stress salin déclenche l’expression de plusieurs protéines             

osmo-sensible dans les tissus de riz et une corrélation a été trouvée entre l’accumulation de ce 

type de protéines chez les génotypes tolérants, par rapport aux génotypes de riz sensibles la 

salinité (Chourey et al. 2003 ; Kumar et al. 2009). Chez les végétaux supérieurs, le stress 

osmotique induit la synthèse de plusieurs protéines dans les tissus végétatifs, qui sont reliés aux 

protéines LEA (late-embryogenesis-abundant proteins). La corrélation entre l’accumulation de 

ce type de protéines et la tolérance au stress, indique le rôle protecteur de ces protéines sous 

déficit hydrique (Ingram et Bartels, 1996). Ainsi, le protéome qui contient des niveaux élevés en 

protéines LEA et en chaperons, ont un rôle important dans la tolérance au stress en relation avec 

la dormance des graines (Grobei et al. 2009). A forte dose de NaCl, chez les deux génotypes 

étudiés, la synthèse des protéines solubles est diminuée.  

La cinétique de germination révèle un ralentissement du processus de germination en 

fonction du stress salin. La cinétique de germination semble être régulée par la température, 

l’optimum varie d’un génotype à un autre et d’une espèce à l’autre selon le milieu auquel est 

adaptée (Gimeno Gilles, 2009). Une certaine précocité de germination a été remarqué chez 

Jemalong par rapport à Tru 131. D'après Ben Miled et al. (1986). Ceci semble être due à une 

différence dans le temps nécessaire à la graine pour mettre en place les mécanismes lui 

permettant d’ajuster sa pression osmotique interne.  
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Aussi, on remarque qu’il y a une différence dans la vitesse de germination entre les deux 

génotypes. Ceci est en fonction de la température et de la réponse au déficit hydrique         

(Brunel Muguet, 2008).  

Les plantes ont développé des mécanismes complexes pour affronter les changements 

environnementaux. Au niveau moléculaire, ceci est illustré par de nombreux changements dans 

le transcriptome, observés chez les plantules, les feuilles, les racines (Kreps et al. 2002). De ce 

fait, il est possible de rechercher les bases génétiques qui expliquent le polymorphisme de 

réponse au stress salin au cours de la germination et durant l’ontogénèse afin de déterminer les 

gènes responsables de la tolérance à la salinité.  

 

En conclusion, la variation des capacités germinatives des graines permettent de bien 

discriminer les génotypes quant à leur tolérance ou sensibilité au sel au cours de la germination. 

Ainsi, le génotype Tru 131, présente la meilleure aptitude à la germination en conditions salines 

avec une teneur élevée en protéines, et peut être considéré comme le plus tolérant par rapport à 

Jemalong. La Culture de cette plante tolérante et son introduction dans les zones arides et semi-

arides, semble présenter un grand intérêt agronomique (production fourragères) et pédologique 

(fixation de l’azote atmosphérique).  
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Analyse de la Diversité Génétique de Différents Ecotypes de Medicago truncatula Gaertn. 

par les Marqueurs Moléculaires   

 

Récemment, les méthodes moléculaires, fondées sur l’amplification enzymatique in vitro 

de fragments d’ADN spécifiques par la technique PCR, ont été appliquées chez les « Medics ». 

L’analyse du polymorphisme génétique par les techniques de la biologie moléculaire s’adresse à 

l’ensemble du génome, qu’il soit ou non traduit en protéines, et est indépendante des conditions 

de l’environnement. En outre, le nombre de marqueurs observables est théoriquement illimité et 

le génotype d’une plante peut être déterminé à un stade très précoce, aussitôt que le matériel est 

disponible pour l’extraction de l’ADN (Najimi et al. 2003). En ce qui concerne l’intérêt des 

microsatellites en génétique, ils sont connus, en plus de leur haut degré de polymorphisme, pour 

être des marqueurs neutres, co-dominants et avantageusement bien distribués sur l’ensemble du 

génome (Powell et al. 1996, Santoni et al. 2000). Un bon marqueur doit être à hérédité simple, 

multiallélique et co-dominant (Najimi et al. 2003). Les SSR ou « Single sequence repeat » 

répondent bien à ces critères et présentent ,en plus de leur reproductibilité, une méthode d’étude 

facile et une définition bien supérieure à d’autres marqueurs (Manifesto et al. 1999). Ces 

marqueurs sont très polymorphes et hypervariables et constituent donc des outils intéressants 

pour l’étude de la diversité génétique. Dans le présent travail, nous avons utilisé les étiquettes 

de séquences exprimées de microsatellites appelées (EST-SSR) qui sont des ressources 

importantes pour l’investigation de la diversité génétique car ces marqueurs montrent une 

variation seulement dans la partie exprimée (gènes exprimés) dans le génome et qui offrent une 

opportunité d’exploiter des motifs conservés présents en simple ou peu de copies pour le 

développement de microsatellites (SSR).  

L’objectif de notre travail est l’analyse moléculaire révélée par les marqueurs EST-SSR 

de la diversité génétique chez les différentes accessions de l’espèce Medicago truncatula 

Gaertn., afin de déterminer les différences et les similitudes qui existent entre elles et, également 

de faire le choix le plus adéquat des accessions génétiquement éloignées et complémentaires 

pour la réalisation des croisements de départ, dans les programmes d’amélioration variétale sous 

stress salin. Dans cette étude, nous avons essayé de caractériser les marqueurs « EST-SSR », sur 

de nouvelles accessions de M. truncatula, en provenance du pourtour méditerranéen et du proche 

orient dans le but d’obtenir des informations sur leur diversité génétique en les comparant aux 

deux génotypes contrastés au stress salin afin de déterminer celles qui sont associées au génotype 

jugé tolérant. Ceci nécessite une analyse phénotypique sur le comportement de l’ensemble de ces 

écotypes sous l’effet du stress salin afin d’affiner les associations marqueurs EST-SSR 

phénotype pour la tolérance au stress salin. 
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Matériel et méthodes 

1. Matériel végétal 

Les graines des différentes accessions (ICARDA) provenant du pourtour méditerranéen et du 

proche orient (Tableau 12) ainsi celles des deux génotypes contrastés au stress salin, Tru 131, 

Tolérant et Jemalong, sensible, ont été utilisés dans cette étude pour la caractérisation 

moléculaire en utilisant quatre marqueurs EST SSR (MTIC 044, MTIC 124, MTIC 077 et   

MTIC 335) (Tableau 13). 

 

2. Méthodes 

2.1. Caractérisation moléculaire 

2.1.1.  Extraction d’ADN et amplification par PCR 

L’ADN génomique est extrait pour chaque génotype, à partir de jeunes plants (plantules) 

obtenus après 7 jours de germination (10 graines par génotype). L’ADN est isolé en utilisant la 

méthode (CTAB) adapté par Udupa et al. (1999). Les trois loci EST-SSR (MTIC 044, MTIC 077 

et MTIC 124) sont localisés sur le chromosome 3 (LG 3) et MTIC 335 sur le chromosome 7 

(LG7) (Tab13). Ils ont été choisis, à partir d’une série de microsatellites, développée par Journet 

et al (2001), chez Medicago truncatula (2n=16) via la base de donnée « GenBankEST » 

disponible sur le web: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/.  

L’amplification de l’ADN génomique a été faite, selon la technique adoptée par Udupa et 

al. (1999) dans une réaction PCR (miniprep) de 10 ul contenant 50 ng d’échantillon d’ADN, 

tampon PCR 1x, 0.2 mM dNTPs, 10 pmole pour chaque amorce et 1 unité de la Taq polymérase. 

Le programme d’amplification comprend une période initiale de la dénaturation de l’ADN         

et l’activation de la Taq polymérase à 94°C pendant 2mn, suivie de 35 cycles avec 3 phases :    

94 °C durant 30 s, 55°C durant 30 s, et 72°C durant 45 s. L’extension finale est faite à 72°C 

durant 7 mn. Les produits PCR sont analysés en gel continu de polyacrylamide 6 % dénaturant. 

Après électrophorèse, les bandes d’ADN sont colorées avec le bromure d’éthidium (BET) et 

visualisées sous UV.  

Pour chaque locus, la composition des allèles SSR est déterminé pour chaque génotype. 

Les valeurs du contenu d’information sur le polymorphisme (PIC) ou « polymorphism 

Information Content » est calculé selon la formule suivante (Anderson et al. 1993): PIC = 1 - Σ 

P
2
ij : [Pij est la fréquence de l’allèle i révélée utilisant l’amorce j]. La diversité génétique pour 

chaque locus est calculé comme suit : Hi = 1 – Σ P
2
i, avec Hi (l’index de la variation génétique) 

et Pi (la fréquence d’allèle à chaque locus) (Nei, 1973). 
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2.1.2. Analyse de données 

 L’analyse des profils électrophorétiques des différents produits de la PCR a été effectuée 

par un simple examen visuel des pistes d’électrophorèse. La présence des fragments a été 

déterminée visuellement et introduite dans une matrice de données binaires (0/1) présence (1) ou 

absence de la bande (0). A partir de ces données nous avons calculé la matrice de similarité en 

utilisant le coefficient de Jaccard par «Simple  Matching». ensuite le dendrogramme de similarité 

a été établi en utilisant la méthode UPGMA (Unweighted Pair group Method using arithmetic 

Averages).  

Ces analyses ont été effectuées par l’intermédiaire du programme d’analyses en utilisant 

le logiciel Statistica version 6.1.  

La matrice de données a été aussi employée pour calculer comme précédemment,            

le (PIC) ainsi que la diversité génétique (Hi) révélé par chaque marqueur EST-SSR.                       

En complément, d’autres paramètres ont été analysés et ou calculés (nombre de répétitions de 

motif EST-SSR, nombre d’allèles, nombre total de bandes et le taux de bandes polymorphes) 

afin de trouver des corrélations et d’en déduire des conclusions sur une éventuelle association 

entre ces paramètres en relation avec le polymorphisme génétique.  

 

Cette partie expérimentale a été effectuée au sein du Laboratoire de Biologie Moléculaire 

à l’INRA de Rabat. 
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Tab 12 :  Informations sur les 11écotypes de Medicago truncatula étudiées. 

 

N : Nombre d’individu, S : sensible (stress salin), T : tolérant (stress salin), - : pas d’information (stress salin) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Numéro d’accession Code N  Origine Longitude Latitude Altitude Tolérance 

stress salin 

IG 53097 Tru 1 7 Algérie 

 Blida 

E02 41 N36 24 200 - 

IG 53105 Tru 2 8 Algérie 

Batna 

E06 28 N35 19 1,050 - 

IG 53115 Tru 3 8 Algérie 

Annaba 

E07 43 N36 55 730 - 

IG 53945 Tru 4 8 Algérie 

Bordj bou arreridj 

E04 58 N36 07 1,260 - 

IG55917  Tru 5 6 Syrie 

Hama 

E37 0200 N350100 500 - 

IG 53965  Tru 6 6 Liban 

Zahe 

E3601 N3352 1,000 - 

IG 53175 Tru 7 3 Maroc 

Centre 

W07 28 N33 40 5 - 

IG 53939 Tru 8 7 Tunisie 

Bajah 

E09 23 N36 30 400 - 

IG 53326  Tru 9 7 Jordanie 

Al balqa 

E3546 N3159 550 - 

M. Truncatula  

Jemalong 

Jemalong 

 

10 France 

Montpelier 

- - - S 

M. Truncatula  

131 

T 131 10 Algérie        

IDG 

Sidi Bel Abbès 

- - - T 



Chapitre 6 

108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 10 : Protocole expérimentale pour l’analyse moléculaire de la diversité génétique de 11 écotypes 

de  M. truncatula utilisant les marqueurs EST-SSR 
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Schéma 11 : Extraction et Amplification d’ADN par à partir de jeunes plants des différentes accessions  

de M. truncatula 

 

 

1 jeune plant   

  

ADN  

ADN + Mix Réactionnel 

- Analyse des produits PCR Gel continu (6%) de polyacrylamide dénaturant / électrophorèse 

 

- Coloration Bandes / bromure d’éthidium (BET) +  visualisation sous UV. 

 

 

Extraction d’ADN / 1 jeune plant / chaque écotype, 

méthode CTAB (voir annexe). 

Broyage à chaud / solution CTAB 65°C 

- Récupération de l’ADN (pellet)  

- Conservation ADN : Tampon TE ou Eau stérile 

désionisée  

Ajout Milieu Réactionnel  « Mix » (10ul) / PCR : 

50 ng d’ADN + Tampon PCR 1 x + 0.2 mM dNTPs +  

10 pmole / chaque amorce + 1 U  Taq polymérase 

Amplification  PCR /  Amorce / écotype. 

 

Programme : 

- Dénaturation de l’ADN ( 94°C ; 2mn ) 

- Hybridation (55°C ; 30s) 

-  Elongation (72°C ; 45s) 

- Extension finale ( 72°C ; 7mn) 

- Refroidissement à 4°C 

 

Marqueur de taille 



Chapitre 6 

110 

 

 

Résultats et interprétation 

 

1. Analyse de la diversité moléculaire révélée par les marqueurs EST-SSR 

Pour la collection analysée, les marqueurs EST-SSR utilisés, se sont révélés polymorphes 

à l’exception du marqueur MTIC 044 qui a montré un très faible polymorphisme (PIC = 0,12 et 

Hi = 0,13), alors que par exemple le marqueur MTIC 124 a montré un polymorphisme modéré 

(PIC = 0,36 et Hi = 0,47) (Tab 13). Le PIC donne une estimation sur le polymorphisme au sein 

d’un locus en tenant compte du nombre d’allèles, des fréquences de ces allèles (Smith et al. 

1997). Le nombre total d'allèles enregistrés pour les quatre marqueurs est de 24, donnant une 

moyenne de 6 allèles par locus et un taux de polymorphisme de 32,58 %. Senior et al. (1998) ont 

reporté que le PIC est synonyme du terme « diversité génétique : Hi » comme décrit par Weir 

(1996). La valeur du PIC, calculée pour chaque paire d’amorces (locus) varie de 0,12 à 0,49 avec 

une moyenne de 0,33 et la valeur de Hi varie de 0,13 à 0,37, avec une moyenne de 0,36. Parmi 

ces marqueurs, les MTIC 124, MTIC 077 et MTIC 335 sont les plus informatifs alors que le 

MTIC 044 a une faible informativité. Pour les quatre amorces, une moyenne de 65,5 bandes 

reproductibles ont été obtenues avec un nombre moyen de 20,5 bandes polymorphes (Tab 14).  

En effet, plusieurs facteurs peuvent affecter le nombre de bandes par paire d’amorces à 

savoir le génotype, les séquences des amorces ainsi que les variations mineures dans les 

protocoles d’amplification. La majorité des bandes se situent entre 100 et 300 pb, comme 

l’indique la Figure 41 par exemple. 

 

2. Corrélation entre les différents données moléculaires étudiés et les marqueurs  

(EST-SSR) : 

La figure (38), montre les différents paramètres étudiés en relation avec le 

polymorphisme par rapport à l’ensemble des amorces analysées : (NR : Nombre de répétitions 

du motif SSR, NA : Nombre d’allèles, Hi : diversité génétique, PIC : potentiel en information du 

polymorphisme, NTB : nombre totale de bandes, Poly % : taux de bandes polymorphes comme 

le montre le tableau (14), ceci afin de trouver une éventuelle corrélation entre les différents 

données moléculaires. Les résultats montrent des corrélations positives entre les valeurs PIC, Hi, 

le % de bandes polymorphes (Poly %) et le nombre d’allèles (NA) (les coefficients de 

corrélations (r) qui varient entre 0,75 et 0,99) (Tab 15). 
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3. Relations génétiques (Similarités / Dissimilarités) et classification des accessions par 

rapport au deux génotypes contrastés au stress salin : 

3.1 Analyse basée sur chaque marqueur EST SSR :  

 

- MTIC 044 : 

L’analyse du dendrogramme (Figure 40) montre que les accessions étudiés se répartissent 

en deux groupes distincts G1et G2. Le groupe G1se divise en 2 sous groupes (SG 1.1 et SG 1.2), 

le premier sous groupe contient les deux génotypes T131 et Jemalong qui semblent similaires 

pour ce locus (expliqué par un PIC=0,12 très faible) proches aux accessions Tru 1(DZA), Tru 3.1 

(DZA), Tru 8 (TUN) et Tru 9 (JOR), alors que le deuxième sous groupe contient les deux 

accessions Tru 2.1 et Tru 3.3 avec un coefficient de similarité de (0,667) d’après la matrice de 

similarité représenté par le tableau 16 dont les coefficients de similarités varient entre (0,33 et 

1,00). Les coefficients les plus faibles (0,33) sont obtenus par exemple avec la combinaison de 

Tru 2.1 avec toutes les accessions représenté sur le tableau 16 et la figure 40 sauf avec Tru 3.2 

(pourcentage de similarité = 66,7%). Le deuxième groupe G2 homogène comporte les accessions 

(Tru 2.2 (DZA), Tru 3.2 (DZA), Tru 4 (DZA), Tru 5 (SYR), Tru 6 (LBN) et Tru 7 (MAR) qui 

sont similaires entre eux.  

 

- MTIC 124 : 

Le dendrogramme (Fig 42) montre que les accessions étudiées se répartissent en deux 

groupes distincts G1et G2. La matrice de similarité représenté par le tableau 17, montre que les 

coefficients de similarités varient entre (0,33 et 1,00). Les coefficients les plus faibles sont 

obtenus par exemple avec la combinaison de T131.2 avec Tru 2.1 (coefficient de 0,33) et avec 

Tru 2.3 (coefficient nul). Concernant les deux écotypes contrastés au stress salin, on remarque 

que le génotype tolérant T131 est polymorphe et situé dans G1 et G2, tandis que Jemalong 

sensible se situe seulement dans le groupe G1 et qui est à son tour proche surtout aux accessions 

à majorité d’origine algérienne (DZA) : Tru 1, Tru 2, Tru 3, Tru 4, Tru 5 (SYR), Tru 6 (LBN) et 

Tru 9 (JOR). Le groupe G1 est plus homogène, alors que le deuxième groupe G2 est très 

diversifié, se divise en deux sous groupes SG2.1(diversifié) et SG2.2 (homogène), le premier 

sous groupe se divise en deux autres sous groupes SG 2.1.1 et SG 2.2.2. On remarque que 

l’écotype T131 se présente en deux génotypes, l’un se trouve dans le groupe G1 avec Jemalong 

et sont donc similaires pour ce locus (même génotype), alors que le deuxième génotype (T131.1) 

se trouve dans le sous groupe : SG 1.12 avec quatre écotypes (DZA): Tru 2.3, Tru 3.4, Tru 4.2, et 

Tru 5.1 (SYR), Tru 8.2 (TUN) et Tru 9.3 (JOR).  
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- MTIC 077 : 

Le dendrogramme (Figure 44) montre aussi que les accessions étudiées se répartissent en 

deux groupes distincts G1et G2. La matrice de similarité représenté par le Tableau 18, montre 

que les coefficients de similarités varient entre (0,33 et 1,00). Les coefficients les plus faibles 

sont obtenus par exemple avec la combinaison de T 131 et Jemalong avec les écotypes Tru 3.3 et 

Tru 4.3 pour une similarité de 33% et avec Tru 7.2 pour une similarité nul (0%). Le groupe G2 

homogène avec la présence de T131 et Jemalong qui représentent un même génotype pour le 

locus (MTIC077), ils sont proches aux accessions algériennes Tru 2.2, Tru 3.2, Tru 4.2, Tru 5 

(SYR), Tru 6 (LBN), Tru 7.1(MAR) et Tru 8.2 (TUN). Le premier groupe G1, semble très 

diversifié avec deux sous groupes SG 1.1 et SG 1.2, ce dernier est homogène et présente les 4 

écotypes (Tru 2.3 (DZA), Tru 3.1 (DZA), Tru 8.1(TUN) et Tru 9 (JOR).  

 

- MTIC 335 : 

Le dendrogramme (Figure 46) montre que les accessions analysées se répartissent en 

deux groupes variés distincts G1et G2. La matrice de similarité représenté par le Tableau 19, 

montre que les coefficients de similarités varient entre (0,25 et 1,00). Les coefficients les plus 

faibles sont obtenus par exemple avec la combinaison de T131 avec Tru 1.1 (coef = 0) et avec 

Tru 3.4 (0,25) 

Le G2 présente plus de diversification que le groupe G1. On remarque que l’écotype jugé 

tolérant T131, présente un seul génotype pour ce locus et se trouve dans le sous groupe SG 2.2 

proche aux écotypes (Tru 4.2 (DZA), Tru 5.2 (SYR) et Tru 6.2 (LBN). Cependant, l’écotype 

Jemalong jugé sensible au stress salin par rapport au T 131, présente deux génotypes, l’un situé 

dans le SG 1.1 (Jemalong.1) proche aux écotypes (Tru 1.1 DZA, Tru 2.2 DZA, Tru 4.3 DZA, 

Tru 7 MAR, Tru 8 TUN et Tru 9 JOR), alors que le deuxième génotype (Jemalong.2) se trouve 

dans sous groupe (SG 2.1.1.1) étroitement proche et similaire à Tru 2.1 DZA. 
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3.2. Analyse globale de classification basée sur les quatre marqueurs EST SSR étudiés  

La matrice de similarité représentée par le Tableau 20, montre que les coefficients de 

similarités varient entre (0,33 et 1,00). Les coefficients les plus faibles sont obtenus avec la 

combinaison du génotype Tru 2.6 avec les génotypes (Tru 1.1, Tru 1.2, Tru 1.4, Tru 2.2 et Tru 

2.3), qui sont tous des accessions algériennes (DZA), avec un coefficient de similarité de (0,25). 

A titre d’exemple, les génotypes T131.2 et Tru 1.1 ont un coefficient de similarité, qui est nul. 

Le dendrogramme représenté par la (Figure 47), basé sur l’analyse globale des 4 loci EST-SSR 

étudiées, montre que les écotypes étudiés se répartissent en deux groupes : G1 (avec seulement 

deux sous groupes), moins diversifié et le groupe G2, très diversifié (avec plusieurs sous 

groupes). On remarque que l’écotype T 131 se présente en trois génotypes différents et Jemalong 

en quatre génotypes distincts. Les deux génotypes Jemalong.1 et T131.1 sont similaires et se 

trouvent dans le sous groupe (SG1.1), même résultats obtenus pour Jemalong.2 et T131.3, situés 

dans le sous groupe (SG 1.2). L’individu T131.2 se trouvant dans le sous groupe (SG 2.2.2) se 

présente comme un génotype différent par rapport à Jemalong.3 (SG 2.1.2) et Jemalong.4 (SG 

2.2.1.1.4), ces derniers distincts par rapport au génotype T131.2 qui est jugé comme un génotype 

tolérant au stress salin, ce dernier est proche et similaire aux écotypes (Tru 2.4 DZA, Tru 3.5 

DZA, Tru 5.2 SYR, Tru 8.3 TUN, Tru 9.3 JOR).  

 

Discussion  

 

D’après les résultats obtenus sur le polymorphisme de chaque marqueur EST-SSR utilisé sur 

les différents écotypes étudiés de M. truncatula et à la lecture du Tableau 14, on remarque que 

quel que soit le marqueur utilisé, les accessions Tru 2 (DZA) et Tru 3 (DZA) présentent toujours 

le plus de polymorphisme (bandes polymorphes).  

D’après l’analyse globale de classification basée sur l’ensemble des EST-SSR, on trouve 

toujours que les accessions Tru 2 (DZA) , Tru 3 (DZA) et Tru 4 (DZA) expriment plus d’allèles: 

8, 10 et 7 respectivement (Tableau 14). Ces écotypes qui présentent plus de polymorphisme 

allélique et qui ont une même origine géographique (DZA), peuvent être exploités pour l’étude 

de la variabilité génétique. Ils sont proches et similaires à d’autres accessions d’origine différente 

comme ceux du Liban (LBN) et de la Syrie (SYR). Notant que le marqueur EST-SSR 

(MTIC124) est polymorphe. Les résultats obtenus sur la recherche de similitudes de séquences 

protéiques et nucléiques via les bases de données « Unigene et Uniprot » a montré que ce locus 

code pour l’inhibiteur de la cystéine protéinase exprimée principalement dans les racines et 

impliquée dans la tolérance au stress salin (Amouri et Hadjadj, 2016). Ceci ouvre un autre volet 

d’étude sur l’analyse du transcriptome au niveau racinaire. 
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En général, les résultats ont montré un taux moyen de polymorphisme modéré (32,58 % 

avec un PIC = 0,33). Le dendrogramme global, établi à partir de la matrice de similarité des 

marqueurs EST - SSR, a montré une phylogénie qui correspond à une différenciation des 

écotypes selon la distribution géographique. Ces résultats indiquent que la distribution 

géographique joue un rôle majeur dans le regroupement (clustering) des écotypes avec des 

similarités et des différences qui dépendent de l’adaptation, la pression sélective et les conditions 

environnementales. Une étude phénotypique préliminaire sur la croissance racinaire de 

l’ensemble des écotypes étudiés, a montré que Tru 131, est l’écotype le plus tolérant et avec un 

meilleur développement racinaire (Amouri, 2015)   

 

En conclusion, ces résultats donnent une vision générale sur la diversité génétique au 

niveau moléculaire chez les différentes accessions de Medicago truncatula. Ceci montre que les 

marqueurs EST-SSR utilisés dans notre travail sont appropriés pour distinguer le polymorphisme 

moléculaire entre les écotypes selon leur pedigree. Ainsi, l’analyse moléculaire a donné une 

meilleure observation des regroupements génétiques entre les onze écotypes de Medicago 

truncatula et, qu’en général les accessions d’origine algérienne sont plus proches (forte 

similarité) aux populations syriennes et jordaniennes (Tru 1, Tru 2, Tru 3, Tru 4) avec Tru 5 

(SYR) et T131 DZA avec Tru 8 (TUN) et Tru 9 (JOR)).  

Le regroupement utilisant les données EST-SSR, suggère que cette méthode d’analyse 

pourrait être utile pour l’évaluation génétique qui est très pratique pour l’amélioration de cette 

légumineuse, mais une analyse morphologique approfondie sur le comportement de ces 

écotypes, est nécessaire pour trouver des associations entre marqueurs EST-SSR / phénotype 

correspondant pour la tolérance au stress salin. 
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Tab 13 : Caractéristiques et résultats obtenus sur le polymorphisme des marqueurs microsatellites EST-SSR utilisés pour l’analyse génétique des 11 écotypes de M. truncatula. 

 
Locus EST 

(SSR 

primer) 

LG Forward (F) and reverse (R) 

primers 

(5’         3’) 

Repeat 

motif 

 

Annealing 

temperature 

for PCR 

(°C) 

Taille des 

allèles 

(Allele 

size) (pb) 

Nombre 

d’allèles 

(Number 

of alleles) 

Hi PIC GenBank EST name Réferences 

 

MTIC 044 

 

3 

 

F :  CGCGCCTTCTAGTTCTCTC 

R : GGGGTCTCTCTTTCTTGGA 

 

[ACC]7 

 

55 

 

100-200 

 

4 

 

0,13 

 

0,12 

 

MtBC10F10F1 

MtBC Medicago truncatula 

cDNA clone MtBC10F10 

T3, mRNA sequence 

 

 

 

 

 

 

Journet and al,2001. 

 

Medicago truncatula 

ESTs from 

endomycorrhizal roots 

 

 

MTIC 124 

 

 

3 

 

F : TGTCACGAGTGTTGGAATTTT 

R : TGGGTTGTCAATAATGCTCA 

 

 

[TG]7 

 

55 

 

100-300 

 

4 

 

0,47 

 

0,36 

 

MtBC32B02R1  

MtBC Medicago 

truncatula cDNA clone 

MtBC32B02 T7, mRNA 

sequence 

 

MTIC 077 

 

3  

F: 

TCTTCATCGCTTTCTTCTATTTC

A 

R : GCCGTATGGTGTTGTTGATG 

 

 

[TC]10 

 

55 

 

100-300 

 

6 

 

0,48 

 

0,36 

 

MtBA36F01F1 

 MtBA Medicago 

truncatula cDNA clone 

MtBA36F01 T3, mRNA 

sequence 

 

 

 

 

Journet et al. 2000 

Medicago truncatula 

ESTs from nitrogen-

starved roots 

(Unpublished) 

 

 

MTIC 335  

7 

 

F: CCACACAAAACACGCACTCT 

R : GGTAGGATTGCCACGACTGT 

 

 

[CTT]5 

 

55 

 

100-200 

 

10 

 

0,37 

 

0,49 

MtBA51C05F1 

MtBA Medicago 

truncatula cDNA clone 

MtBA51C05 T3, mRNA 

sequence 

 

Moyenne (Mean) 

6 0,36 0,33 

LG: groupe de liaison (chromosome). PIC: polymorphic information content. Hi : Indice de diversité génétique (Genetic diversity index). Hutement infromatif (highly informative) : (PIC > 0.50), 

modérément (moderately informative) : (0.25 < PIC <0.50)  and peu informative (slightly informative) : (PIC < 0.25), non informative : (PIC = 0).  
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Tab 14 : Résultats obtenus sur le polymorphisme des bandes amplifiées pour chaque marqueur EST-SSR utilisés chez les différentes accessions de M. truncatula. 

Locus (EST SSR 

primers) 

Accessions Nombre d’individus ayant 

donner une amplification 

Nombre de bandes 

polymorphe / accession 

Polymorphisme / 

accession  

Nombre total de 

bandes / locus  

Nombre de bandes 

polymorphes / locus 

Polymorphisme 

 

 

 

 

MTIC 044 

Tru1 6 1 16,66 %  

 

 

78 

 

 

 

14 

 

 

 

18 % 

Tru 2 8 2 25 % 

Tru 3 8 3 37,5% 

Tru 4 8 1 12,5 % 

Tru 5 5 1 20 % 

Tru 6 6 1 16,66 % 

Tru 7 3 1 33,33 % 

Tru 8 7 1 14,28 % 

Tru 9 7 1 14,28 % 

Jemalong (S) 10 1 10 % 

T.131 (T) 10 1 10 % 

 

 

 

 

 

 

 

MTIC 124 

Tru1 7 1 14,28 %  

 

 

 

72 

 

 

 

 

23 

 

 

 

 

32 % 

Tru 2 8 4 50 % 

Tru 3 7 4 57,14 % 

Tru 4 7 2 28,57 % 

Tru 5 4 2 50 % 

Tru 6 6 1 16,66 % 

Tru 7 1 0 0 % 

Tru 8 7 2 28,57 % 

Tru 9 5 3 60 % 

Jemalong (S) 10 1 10 % 

T.131 (T) 10 2 20 % 

 

 

 

 

 

 

 

MTIC 077 

Tru1 5 1 20 %  

 

 

 

56 

 

 

 

 

20 

 

 

 

 

35,71 % 

Tru 2 7 3 42,85% 

Tru 3 7 4 57,14% 

Tru 4 6 3 50 % 

Tru 5 3 1 33,33 % 

Tru 6 4 1 25 % 

Tru 7 3 2 66,66 % 
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Tru 8 5 2 40 % 

Tru 9 6 1 16,66 % 

Jemalong (S) 6 1 16,66 % 

T.131 (T) 4 1 25 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

MTIC 335 

Tru1 3 2 66,66 %  

 

 

 

 

56 

 

 

 

 

 

25 

 

 

 

 

 

44,64 % 

Tru 2 5 3 60 % 

Tru 3 6 5 83,33 

Tru 4 6 3 50 % 

Tru 5 6 2 33,33 % 

Tru 6 5 2 40 % 

Tru 7 1 0 0 % 

Tru 8 5 1 20 % 

Tru 9 6 1 16,66 % 

Jemalong (S) 8 4 50 % 

T.131 (T) 5 1 20 % 

Moyenne (Mean) 65,5 20,5 32,58 % 

 

 

 

 

 

 

L’ensemble des EST-SSR 

(MTIC 044, MTIC 124, MTIC 

077 et MTIC 335) 

 

Accessions 

 

Nombre de d’allèles différents 

obtenus  

 

Tru1 4 

Tru 2 8 

Tru 3 10 

Tru 4 7 

Tru 5 5 

Tru 6 3 

Tru 7 3 

Tru 8 5 

Tru 9 4 

Jemalong (S) 4 

T.131 (T) 3 
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Tab 15 : Corrélation entre les différents paramètres étudiés sur l’ensemble des amorces (loci EST-SSR) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NR : Nombre de répétitions du motif SSR , NA : Nombre d’allèles, Hi : diversité génétique, PIC : potentiel en information du polymorphisme, NTB : nombre totale de bandes,  

Poly % : taux de bandes polymorphes. Corrélation significatives marquées à *: p< 0,005. 

 

 

 NR NA Hi PIC NTB Poly %                                          

NR 1 -0,46 0,34 -0,24 

 

- 0 ,14 

 

-0,22 

 

NA 
 

 

1 

 

0,20 

 

0,76 

 

-0,80 

 

0,84 

 

Hi 
  

 

 

1 

 

 

0,75 
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Fig 38 . Représentation générale des paramètres étudiés pour chaque amorce (primer) / locus EST-SSR. 

NR : Nombre de répétitions(motifs)  , NA : Nombre d’allèles, Hi : diversité génétique, PIC : potentiel en information du polymorphisme, NTB : nombre totale de bandes, Poly % : 

polymorphisme (bandes polymorphes) 
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M X 2 3 4 5 6 7 8 9 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 X X 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 X 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82  
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Fig 39 : Profiles des marqueurs EST-SSR des différents écotypes de M. truncatula  générés par l’amorce MTIC 044.  

Tru 1[2…7]; Tru 2 [8…15]; Tru 3 [16…23]; Tru 4 [23…31]; Tru 5 [32…38]; Tru 6 [39…44]; Tru 7 [45 …47];  Tru 8 [48…51, 54, 55 et 61]; Tru 9 [53, 56 …60 et 62];   

Jemalong [63…72] et T131 [73…82],  

M : marqueur de poids moléculaire. X : pas d’ADN ou pas d’amplification. 
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Tru 1(DZA) Tru 2.1 (DZA) Tru 2.2 (DZA) Tru 3.1(DZA) Tru 3.2(DZA) Tru 3.3(DZA) Tru 4 (DZA) Tru 5 (SYR) Tru 6 (LBN) Tru 7 (MAR) Tru 8 (TUN) Tru 9 (JOR) Jemalong  (S) T131 (T) DZA

Tru1(DZA) 1 0.333 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Tru 2.1(DZA) 1 0.333 0.333 0.333 0.667 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333

Tru 2.2(DZA)  1 0.000 1.000 0.500 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru 3.1(DZA)   1 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Tru 3.2(DZA)    1 0.500 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru 3.3(DZA)     1 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500

Tru 4 (DZA)      1 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru 5 (SYR)       1 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru 6 (LBN)        1 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru 7 (MAR)         1 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru 8 (TUN)          1 1.000 1.000 1.000

Tru 9 (JOR)           1 1.000 1.000

Jemalong  (S)            1 1.000

T131(T) DZA             1

 

 

Tab 16 :  Matrice de similarité génétique pour le locus EST-SSR  (MTIC044) basé sur le coefficient de Jaccard entre les différentes accessions de Medicago truncatula. 
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 Fig 40 :  Dendrogramme UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means) chez les différents écotypes de M. Truncatula  basé sur le marqueur EST-

SSR (MTIC 044) 
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Fig 41 : Profiles des marqueurs EST-SSR des différents écotypes de M. truncatula générés par l’amorce MTIC 124. Tru 1[1…7]; Tru 2 [8…15]; Tru 3 [16…22]; Tru 4 

[24…31]; Tru 5 [32…38];  Tru 6 [39…44]; Tru 7 [ 45…xx];  Tru 8 [48…52, 45 et 55 ]; Tru 9 [57… 60 et 62];   Jemalong [63…72] et T131 [73…82],  

M : marqueur de poids moléculaire. X : pas d’ADN ou pas d’amplification. 
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Tru1 Tru2.1 Tru2.2 Tru2.3 Tru2.4 Tru3.1 Tru3.2 Tru3.3 Tru3.4 Tru4.1 Tru4.2 Tru5.1 Tru5.2 Tru 6 Tru7 Tru8.1 Tru8.2 Tru9.1 Tru9.2 Tru9.3 Jemalon g T131.1 T131.2

Tru 1 1 0.333 1.000 0.000 0.000 0.333 1.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000

Tru 2.1 1 0.333 0.667 0.333 1.000 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.667 0.333 0.333 0.333 0.333 0.667 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.333

Tru 2.2 1 0.000 0.000 0.333 1.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000

Tru 2.3 1 0.500 0.667 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.500 0.500 1.000 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000

Tru 2.4 1 0.333 0.000 0.000 0.500 0.000 0.500 0.500 0.000 0.000 1.000 1.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000

Tru 3.1 1 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.667 0.333 0.333 0.333 0.333 0.667 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.333

Tru3.2 1 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000

Tru3.3 1 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000

Tru3.4 1 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.500 0.500 1.000 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000

Tru 4.1 1 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000

Tru 4.2 1 1.000 0.000 0.000 0.500 0.500 1.000 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000

Tru 5.1 1 0.000 0.000 0.500 0.500 1.000 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000

Tru 5.2 1 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000

Tru 6 1 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000

Tru7 1 1.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000

Tru 8.1 1 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000

Tru 8.2 1 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000

Tru 9.1 1 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000

Tru 9.2 1 0.500 0.000 0.500 0.000

Tru 9.3 1 0.000 1.000 0.000

Jemalon g 1 0.000 1.000

T131.1 1 0.000

T131.2 1

 

 

Tab 17 : Matrice de similarité génétique pour le locus EST-SSR (MTIC 124) basé sur le coefficient de Jaccard entre les différentes accessions de Medicago truncatula 
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Fig 42 :  Dendrogramme UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means) chez les différents écotypes de M. Truncatula  basé sur le marqueur EST-SSR 

(MTIC 124) 
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Fig 43 : Profiles des marqueurs EST-SSR des différents écotypes de M. truncatula  générés par l’amorce MTIC 077. Tru 1[1…4]; Tru 2 [8…14]; Tru 3 [16…23]; Tru 4 

[24…31]; Tru 5 [32,35et 37];  Tru 6 [40…43]; Tru 7 [45 …47];  Tru 8 [49…51, 55 et 61 ]; Tru 9 [ 57…60 et 62];   Jemalong [65…69 et 72] et T131 [73…76],  

M : marqueur de poids moléculaire. X : pas d’ADN ou pas d’amplification. 
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Tru1 Tru2.1 Tru2.2 Tru2.3 Tru3.1 Tru3.2 Tru3.3 Tru3.4 Tru4.1 Tru4.2 Tru4.3 Tru5 Tru6 Tru7.1 Tru7.2 Tru8.1 Tru8.2 Tru9 Jemalong T131

Tru1 1 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.333 0.333 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru2.1 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.333 0.333 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru 2.2 1 0.500 0.500 1.000 0.333 0.667 0.667 1.000 0.333 1.000 1.000 1.000 0.000 0.500 1.000 0.500 1.000 1.000

Tru2.3 1 1.000 0.500 0.500 0.333 0.333 0.500 0.000 0.500 0.500 0.500 0.000 1.000 0.500 1.000 0.500 0.500

Tru3.1 1 0.500 0.500 0.333 0.333 0.500 0.000 0.500 0.500 0.500 0.000 1.000 0.500 1.000 0.500 0.500

Tru3.2 1 0.333 0.667 0.667 1.000 0.333 1.000 1.000 1.000 0.000 0.500 1.000 0.500 1.000 1.000

Tru3.3 1 0.667 0.667 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333 0.500 0.500 0.333 0.500 0.333 0.333

Tru3.4 1 1.000 0.667 0.667 0.667 0.667 0.667 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.667

Tru4.1 1 0.667 0.667 0.667 0.667 0.667 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.667

Tru4.2 1 0.333 1.000 1.000 1.000 0.000 0.500 1.000 0.500 1.000 1.000

Tru4.3 1 0.333 0.333 0.333 0.500 0.000 0.333 0.000 0.333 0.333

Tru5 1 1.000 1.000 0.000 0.500 1.000 0.500 1.000 1.000

Tru6 1 1.000 0.000 0.500 1.000 0.500 1.000 1.000

Tru7.1 1 0.000 0.500 1.000 0.500 1.000 1.000

Tru7.2 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tru8.1 1 0.500 1.000 0.500 0.500

Tru8.2 1 0.500 1.000 1.000

Tru9 1 0.500 0.500

Jemalong 1 1.000

T131 1

 

 

Tab 18 : Matrice de similarité génétique pour le locus EST-SSR (MTIC 077) basé sur le coefficient de Jaccard entre les différentes accessions de Medicago truncatula 
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Fig 44 : Dendrogramme UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means) chez les différents écotypes de M. Truncatula  basé sur le marqueur EST-SSR 

(MTIC 077) 
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Fig 45 : Profiles des marqueurs EST-SSR des différents écotypes de M. truncatula générés par l’amorce MTIC 335. Tru 1[1…7]; Tru 2 [8…15]; Tru 3 [16…23]; Tru 4 

[24…31]; Tru 5 [32…38];  Tru 6 [39…44]; Tru 7 [49 …];  Tru 8 [50..52,54 ,55 et 61]; Tru 9 [ 53, 56…60];   Jemalong [63…72] et T131 [73…79],  

M : marqueur de poids moléculaire. X : pas d’ADN ou pas d’amplification. 
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Tru1.1 Tru1.2 Tru2.1 Tru2.2 Tru2.3 Tru3.1 Tru3.2 Tru3.3 Tru3.4 Tru3.5 Tru4.1 Tru4.2 Tru4.3 Tru5.1 Tru5.2 Tru6.1 Tru6.2 Tru7 Tru8 Tru9 Jemalong.1 Jemalong.2 Tru131

Tru1.1 1 0.500 0.500 1.000 0.500 0.250 0.333 0.500 0.667 0.250 0.250 0.000 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.500 0.000

Tru1.2 0.500 1 0.250 0.500 1.000 0.333 0.500 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.500 0.500 0.500 0.250 0.000

Tru2.1 0.500 0.250 1 0.500 0.250 0.750 0.500 0.250 0.750 0.750 0.750 0.500 0.500 0.500 0.500 0.250 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 1.000 0.500

Tru2.2 1.000 0.500 0.500 1 0.500 0.250 0.333 0.500 0.667 0.250 0.250 0.000 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.500 0.000

Tru2.3 0.500 1.000 0.250 0.500 1 0.333 0.500 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.500 0.500 0.500 0.250 0.000

Tru3.1 0.250 0.333 0.750 0.250 0.333 1 0.667 0.333 0.500 0.500 0.500 0.667 0.250 0.250 0.667 0.333 0.667 0.250 0.250 0.250 0.250 0.750 0.667

Tru3.2 0.333 0.500 0.500 0.333 0.500 0.667 1 0.500 0.667 0.250 0.250 0.333 0.333 0.000 0.333 0.000 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333 0.500 0.333

Tru3.3 0.500 1.000 0.250 0.500 1.000 0.333 0.500 1 0.333 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.500 0.500 0.500 0.250 0.000

Tru3.4 0.667 0.333 0.750 0.667 0.333 0.500 0.667 0.333 1 0.500 0.500 0.250 0.667 0.250 0.250 0.000 0.250 0.667 0.667 0.667 0.667 0.750 0.250

Tru3.5 0.250 0.000 0.750 0.250 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 1 1.000 0.667 0.250 0.667 0.667 0.333 0.667 0.250 0.250 0.250 0.250 0.750 0.667

Tru4.1 0.250 0.000 0.750 0.250 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 1.000 1 0.667 0.250 0.667 0.667 0.333 0.667 0.250 0.250 0.250 0.250 0.750 0.667

Tru4.2 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.667 0.333 0.000 0.250 0.667 0.667 1 0.000 0.333 1.000 0.500 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 1.000

Tru4.3 1.000 0.500 0.500 1.000 0.500 0.250 0.333 0.500 0.667 0.250 0.250 0.000 1 0.333 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.500 0.000

Tru5.1 0.333 0.000 0.500 0.333 0.000 0.250 0.000 0.000 0.250 0.667 0.667 0.333 0.333 1 0.333 0.500 0.333 0.333 0.333 0.333 0.333 0.500 0.333

Tru5.2 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.667 0.333 0.000 0.250 0.667 0.667 1.000 0.000 0.333 1 0.500 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 1.000

Tru6.1 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 0.500 0.500 1 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.500

Tru6.2 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.667 0.333 0.000 0.250 0.667 0.667 1.000 0.000 0.333 1.000 0.500 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 1.000

Tru7 1.000 0.500 0.500 1.000 0.500 0.250 0.333 0.500 0.667 0.250 0.250 0.000 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 1 1.000 1.000 1.000 0.500 0.000

Tru8 1.000 0.500 0.500 1.000 0.500 0.250 0.333 0.500 0.667 0.250 0.250 0.000 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 1.000 1 1.000 1.000 0.500 0.000

Tru9 1.000 0.500 0.500 1.000 0.500 0.250 0.333 0.500 0.667 0.250 0.250 0.000 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1 1.000 0.500 0.000

Jemalong.1 1.000 0.500 0.500 1.000 0.500 0.250 0.333 0.500 0.667 0.250 0.250 0.000 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1 0.500 0.000

Jemalong.2 0.500 0.250 1.000 0.500 0.250 0.750 0.500 0.250 0.750 0.750 0.750 0.500 0.500 0.500 0.500 0.250 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 1 0.500

Tru131 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.667 0.333 0.000 0.250 0.667 0.667 1.000 0.000 0.333 1.000 0.500 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 1

 

 

Tab 19 : Matrice de similarité génétique pour le locus EST-SSR (MTIC 335) basé sur le coefficient de Jaccard entre les différentes accessions de Medicago truncatula 
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Fig 46 :  Dendrogramme UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means) chez les différents écotypes de M. Truncatula  basé sur le marqueur EST-SSR 

(MTIC 335) 
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Tru 1.1(DZA)Tru 1.2(DZA)Tru 1.3(DZA)Tru 1.4(DZA)Tru 2.1 (DZA)Tru 2.2 (DZA)Tru 2.3 (DZA)Tru 2.4 (DZA)Tru 2.5 (DZA)Tru 2.6 (DZA)Tru 2.7 (DZA)Tru 2.8 (DZA)Tru 3.1(DZA)Tru 3.2(DZA)Tru 3.3(DZA)Tru 3.4(DZA)Tru 3.5(DZA)Tru 3.6(DZA)Tru 3.7(DZA)Tru 3.8(DZA)Tru 3.9(DZA)Tru 3.10(DZA)Tru 4.1 (DZA)Tru 4.2 (DZA)Tru 4.3 (DZA)Tru 4.4 (DZA)Tru 4.5 (DZA)Tru 4.6 (DZA)Tru 4.7 (DZA)Tru 5.1 (SYR)Tru 5.2 (SYR)Tru 5.3 (SYR)Tru 5.4 (SYR)Tru 5.5 (SYR)Tru 6.1 (LBN)Tru 6.2 (LBN)Tru 6.3 (LBN)Tru 7.1 (MAR)Tru 7.2 (MAR)Tru 7.3 (MAR)Tru 8.1 (TUN)Tru 8.2 (TUN)Tru 8.3 (TUN)Tru 8.4 (TUN)Tru 8.5 (TUN)Tru 9.1 (JOR)Tru 9.2 (JOR)Tru 9.3 (JOR)Tru 9.4 (JOR)Jemalong.1  (S)Jemalong.2  (S)Jemalong.3  (S)Jemalong.4  (S)T131.1 (T) DZAT131.2 (T) DZAT131.3 (T) DZA

Tru 1.1(DZA) 1 0.000 0.000 0.000 0.333 0.000 1.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 0.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.333 0.500 0.500 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Tru 1.2(DZA) 1 0.500 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.000 0.250 0.500 0.000 0.000 1.000 0.500 0.333 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.500 1.000 0.500 0.000 0.000 0.500 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 1.3(DZA) 1 0.500 0.250 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.500 0.000 0.500 0.333 0.250 0.333 0.000 0.250 0.333 0.500 0.667 0.500 0.000 0.333 0.250 0.000 0.000 1.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.333 0.500 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 1.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.333 0.000

Tru 1.4(DZA) 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.500 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.333 0.500 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.000 0.000

Tru 2.1 (DZA) 1 0.333 0.333 0.667 0.667 0.750 0.250 0.000 0.333 0.333 0.667 1.000 0.667 0.667 0.500 0.250 0.000 0.500 0.333 0.333 0.667 1.000 0.667 0.667 0.250 0.333 0.667 0.333 0.667 0.667 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.250 0.333 0.333 0.667 0.667 0.250 0.333 0.333 0.667 0.250 0.333 0.667 0.250 0.750 0.333 0.667 0.667

Tru 2.2 (DZA) 1 0.000 0.500 0.000 0.250 0.500 0.000 0.000 1.000 0.500 0.333 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.500 1.000 0.500 0.000 0.000 0.500 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 2.3 (DZA) 1 0.000 0.500 0.250 0.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 0.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.333 0.500 0.500 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Tru 2.4 (DZA) 1 0.333 0.500 0.333 0.000 0.000 0.500 0.333 0.667 1.000 0.333 0.250 0.333 0.000 0.667 0.500 0.000 1.000 0.667 0.333 0.333 0.333 0.500 1.000 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 0.333 0.500 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 1.000 0.333

Tru 2.5 (DZA) 1 0.500 0.000 0.000 0.500 0.000 0.333 0.667 0.333 1.000 0.667 0.333 0.000 0.250 0.000 0.500 0.333 0.667 1.000 1.000 0.000 0.000 0.333 0.500 1.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Tru 2.6 (DZA) 1 0.500 0.250 0.250 0.250 0.500 0.750 0.500 0.500 0.750 0.500 0.250 0.750 0.250 0.250 0.500 0.750 0.500 0.500 0.500 0.250 0.500 0.250 0.500 0.500 0.250 0.250 0.500 0.250 0.500 0.500 0.250 0.250 0.500 0.500 0.500 0.250 0.250 0.500 0.500 0.250 0.500 0.500 1.000 0.250 0.500 0.500

Tru 2.7 (DZA) 1 0.500 0.000 0.500 0.333 0.250 0.333 0.000 0.250 0.333 0.500 0.667 0.500 0.000 0.333 0.250 0.000 0.000 1.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.333 0.500 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 1.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.333 0.000

Tru 2.8 (DZA) 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.333 0.500 1.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.000 0.000

Tru 3.1(DZA) 1 0.000 0.500 0.333 0.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.333 0.500 0.500 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Tru 3.2(DZA) 1 0.500 0.333 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.500 1.000 0.500 0.000 0.000 0.500 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 3.3(DZA) 1 0.667 0.333 0.333 0.250 0.000 0.000 0.250 0.500 0.500 0.333 0.667 0.333 0.333 0.333 0.500 0.333 0.500 0.333 1.000 0.500 0.500 0.333 0.500 0.333 0.333 0.500 0.500 0.333 0.333 0.333 0.500 0.500 0.333 0.333 0.500 0.333 0.333 0.500 0.500 0.333 0.333

Tru 3.4(DZA) 1 0.667 0.667 0.500 0.250 0.000 0.500 0.333 0.333 0.667 1.000 0.667 0.667 0.250 0.333 0.667 0.333 0.667 0.667 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.250 0.333 0.333 0.667 0.667 0.250 0.333 0.333 0.667 0.250 0.333 0.667 0.250 0.750 0.333 0.667 0.667

Tru 3.5(DZA) 1 0.333 0.250 0.333 0.000 0.667 0.500 0.000 1.000 0.667 0.333 0.333 0.333 0.500 1.000 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 0.333 0.500 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 1.000 0.333

Tru 3.6(DZA) 1 0.667 0.333 0.000 0.250 0.000 0.500 0.333 0.667 1.000 1.000 0.000 0.000 0.333 0.500 1.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Tru 3.7(DZA) 1 0.667 0.333 0.500 0.000 0.333 0.250 0.500 0.667 0.667 0.250 0.000 0.250 0.333 0.667 0.250 0.000 0.333 0.667 0.000 0.667 0.250 0.333 0.000 0.250 0.667 0.250 0.333 0.000 0.250 0.250 0.333 0.667 0.250 0.750 0.333 0.250 0.667

Tru 3.8(DZA) 1 0.500 0.667 0.000 0.000 0.333 0.250 0.333 0.333 0.333 0.000 0.333 0.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.333 0.000 0.333 0.333 0.000 0.000 0.333 0.333 0.333 0.000 0.000 0.333 0.333 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 0.333 0.333

Tru 3.9(DZA) 1 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.000 0.000

Tru 3.10(DZA) 1 0.333 0.000 0.667 0.500 0.250 0.250 0.667 0.333 0.667 0.000 0.250 0.250 0.333 0.000 0.250 0.333 0.250 0.667 0.000 0.333 0.667 0.250 0.667 0.000 0.333 0.667 0.667 0.000 0.250 0.667 0.750 0.000 0.667 0.250

Tru 4.1 (DZA) 1 0.000 0.500 0.333 0.000 0.000 0.500 1.000 0.500 0.000 0.000 0.500 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 4.2 (DZA) 1 0.000 0.333 0.500 0.500 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Tru 4.3 (DZA) 1 0.667 0.333 0.333 0.333 0.500 1.000 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 0.333 0.500 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 1.000 0.333

Tru 4.4 (DZA) 1 0.667 0.667 0.250 0.333 0.667 0.333 0.667 0.667 0.333 0.333 0.667 0.333 0.667 0.250 0.333 0.333 0.667 0.667 0.250 0.333 0.333 0.667 0.250 0.333 0.667 0.250 0.750 0.333 0.667 0.667

Tru 4.5 (DZA) 1 1.000 0.000 0.000 0.333 0.500 1.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Tru 4.6 (DZA) 1 0.000 0.000 0.333 0.500 1.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Tru 4.7 (DZA) 1 0.500 0.333 0.000 0.000 0.333 0.500 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 1.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.333 0.000

Tru 5.1 (SYR) 1 0.500 0.000 0.000 0.500 1.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 5.2 (SYR) 1 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 0.333 0.500 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 1.000 0.333

Tru 5.3 (SYR) 1 0.500 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Tru 5.4 (SYR) 1 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Tru 5.5 (SYR) 1 0.500 0.500 0.333 0.500 0.333 0.333 0.500 0.500 0.333 0.333 0.333 0.500 0.500 0.333 0.333 0.500 0.333 0.333 0.500 0.500 0.333 0.333

Tru 6.1 (LBN) 1 0.000 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 6.2 (LBN) 1 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Tru 6.3 (LBN) 1 0.000 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Tru 7.1 (MAR) 1 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 7.2 (MAR) 1 0.000 0.500 0.000 0.333 1.000 0.000 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Tru 7.3 (MAR) 1 0.000 0.500 0.333 0.000 1.000 0.000 0.500 0.333 1.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.333 0.000

Tru 8.1 (TUN) 1 0.000 0.000 0.500 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Tru 8.2 (TUN) 1 0.500 0.000 0.500 0.000 1.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 8.3 (TUN) 1 0.333 0.333 0.000 0.500 1.000 0.333 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 1.000 0.333

Tru 8.4 (TUN) 1 0.000 0.500 0.000 0.333 0.000 0.500 1.000 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Tru 8.5 (TUN) 1 0.000 0.500 0.333 1.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.333 0.000

Tru 9.1 (JOR) 1 0.000 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Tru 9.2 (JOR) 1 0.500 0.500 0.000 0.000 0.500 0.250 0.000 0.500 0.000

Tru 9.3 (JOR) 1 0.333 0.000 0.333 0.333 0.500 0.000 1.000 0.333

Tru 9.4 (JOR) 1 0.000 0.000 1.000 0.500 0.000 0.333 0.000

Jemalong.1  (S) 1 0.500 0.000 0.250 1.000 0.000 0.500

Jemalong.2  (S) 1 0.000 0.500 0.500 0.333 1.000

Jemalong.3  (S) 1 0.500 0.000 0.333 0.000

Jemalong.4  (S) 1 0.250 0.500 0.500

T131.1 (T) DZA 1 0.000 0.500

T131.2 (T) DZA 1 0.333

T131.3 (T) DZA 1

 

 

Tab  20 : Matrice de similarité génétique pour les quatre loci EST-SSR basé sur le coefficient de Jaccard entre les différentes accessions de Medicago truncatula  
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Similarity coefficient

T131.2 (T) DZA 55 
Tru 9.3 (JOR) 48
Tru 8.3 (TUN) 43
Tru 5.2 (SYR) 31
Tru 4.3 (DZA) 25
Tru 3.5(DZA) 17
Tru 2.4 (DZA) 8
Tru 3.8(DZA) 20
Tru 3.7(DZA) 19

Tru 3.10(DZA) 22
Jemalong.4 (S) 53

Tru 2.6 (DZA) 10
Tru 5.5 (SYR) 34
Tru 3.3(DZA) 15

Tru 4.4 (DZA) 26
Tru 3.4(DZA) 16
Tru 2.1 (DZA) 5
Tru 3.9(DZA) 21

Tru 2.8 (DZA) 12
Tru 1.4(DZA) 4

Jemalong.3 (S) 52
Tru 9.4 (JOR) 49
Tru 8.5 (TUN) 45
Tru 7.3 (MAR) 40
Tru 4.7 (DZA) 29
Tru 2.7 (DZA) 11

Tru 1.3(DZA) 3
Tru 9.2 (JOR) 47
Tru 8.2 (TUN) 42
Tru 7.1 (MAR) 38
Tru 6.1 (LBN) 35
Tru 5.1 (SYR) 30
Tru 4.1 (DZA) 23
Tru 3.2(DZA) 14
Tru 2.2 (DZA) 6
Tru 1.2(DZA) 2

T131.3 (T) DZA 56
Jemalong.2 (S) 51

Tru 8.4 (TUN) 44
Tru 7.2 (MAR) 39
Tru 6.3 (LBN) 37
Tru 5.4 (SYR) 33
Tru 4.6 (DZA) 28
Tru 4.5 (DZA) 27
Tru 3.6(DZA) 18
Tru 2.5 (DZA) 9

T131.1 (T) DZA 54
Jemalong.1 (S) 50

Tru 9.1 (JOR) 46
Tru 8.1 (TUN) 41
Tru 6.2 (LBN) 36
Tru 5.3 (SYR) 32
Tru 4.2 (DZA) 24
Tru 3.1(DZA) 13
Tru 2.3 (DZA) 7
Tru 1.1(DZA) 1

G 1 

G 2 

SG 1.1 

SG 1.2 

SG 2.1 

SG 2.2 

SG 2.2.1 

SG 2.2.2 

SG 2.2.1.1 

SG 2.2.1.2 

SG 2.2.1.3 

SG 221.1.4 

SG 2.2.1.5 

SG 2.1.1 

SG 2.1.2 

SG 2.1.3 

Fig 47 : Dendrogramme UPGMA chez les différents écotypes de M. Truncatula  

basé sur les quatre marqueurs EST-SSR. 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 

L'étude de la salinité sur la croissance des jeunes plants chez quatre génotypes différents de          

M. truncatula, a permis de sélectionner les génotypes tolérants et sensibles basé sur la résistance racinaire 

par rapport à la tige et afin d’utiliser des génotypes contrastés pour l’étude biochimique et moléculaire. Les 

résultats ont montré que le génotype T131 est tolérant, avec une quantité élevée en protéines de réserves 

par rapport à Jemalong (sensible) qui est le génotype de référence. Cette étude a montré aussi l'influence de  

des graines âgées du génotype (Tru 673) sur le développement de la racine.  

L’analyse des résultats par la technique SDS-PAGE des protéines de réserves des graines des 

quatre génotypes étudiés chez Medicago truncatula, a révélée une variation qualitative modérée entre les 

génotypes avec des bandes spécifiques des génotypes tolérants comme Tru 131 et des variations 

quantitatives basé sur l’intensité des bandes protéiques.  

L’étude de la variation des capacités germinatives des graines chez les deux génotypes contrastés 

au stress salin (T131 et Jemalong) ont permis de bien discriminer les génotypes quant à leur tolérance ou 

sensibilité au sel au cours de la germination. Le génotype Tru 131, a présenté une meilleure capacité en 

conditions de stress salin et une teneur élevée en protéines synthétisés par rapport à Jemalong. De ce fait, il 

est intéressant d’étudier les mécanismes biochimiques et moléculaires qui expliquent la tolérance au stress 

salin au cours de la germination.  

L’étude et l’analyse de la partie racinaire chez ces deux génotypes contrastés a montré que le 

génotype tolérant T131 exprime une meilleure croissance racinaire, une activité gayacol peroxydase (GPX) 

élevée et un contenu protéique moins élevé par rapport à  Jemalong.  La gayacol peroxydase est une 

enzyme qui a un rôle protecteur contre les molécules (ROS) accumulées lors d’un stress oxydatif. En outre, 

l’analyse des antioxydants dans le cas d’une concentration élevée en sel, montre une augmentation des 

quantités d’ascorbate et de glutathion  chez le génotype tolérant (T131) au niveau racinaire.   

Afin de positionner 9 nouvelles accessions appartenant à l’espèce modèle Medicago truncatula par 

rapport aux deux génotypes  contrastés au stress salin (Tru 131 et Jemalong), une analyse moléculaire en 

utilisant des marqueurs de gènes exprimés EST-SSR a été effectuée. Les résultats ont montré une diversité 

génétique modérée chez les différentes accessions de Medicago truncatula. Ceci, indique que la 

distribution géographique joue un rôle majeur dans le regroupement des accessions selon les conditions 

environnementales. Ces résultats démontrent que les marqueurs de gènes exprimés EST-SSR utilisés dans 

notre travail sont appropriés pour distinguer les écotypes selon leur pedigree. En général les accessions 

d’origine algérienne sont plus proches aux populations syriennes et jordaniennes.  

Le clustering utilisant les données EST-SSR, suggère que cette méthode d’analyse pourrait être 

utile pour l’évaluation génétique qui est très pratique pour l’amélioration de cette légumineuse. L’analyse 

morphologique et agronomique sur le comportement de ces écotypes vis-à-vis de la salinité est nécessaire 

pour trouver des associations marqueurs EST-SSR phénotype pour la tolérance au stress salin. 

 

Durant notre travail expérimentale, nous avons rencontré quelques problèmes : 

Le manque de produits chimiques, coupure fréquente de courant électrique et d’eau, manque 

d’appareillage comme la centrifugeuse réfrigérée, contamination des plantes par les champignons au niveau 

de la serre et problème de disponibilité de la semence.   
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Malgré cela, nous espérons continuer cette recherche. 

En effet, 

L’étude du transcriptome au niveau racinaire ouvre une perspective dans la compréhension et 

l’analyse de l’expression différentielle des gènes impliqués dans ce type de stress.  

En fait, à partir du transcriptome, on peut remonter aux gènes via les cDNA (ADN 

complémentaire) qui contiennent seulement les gènes exprimés dans la racine à un stade de développement 

précis et dans un environnement bien défini, au cours du stress salin. 

Le séquençage des extrémités des cDNA, appelées EST représentant les étiquètes de gènes 

exprimés, peut nous fournir des informations précises sur les gènes qui s’expriment par le biais du 

séquençage de ces extrémités.  

L’outil bioinformatique est un atout pour la recherche de similitude de ces séquence qui permet de 

prédire la fonction des gènes exprimés sous un stress spécifique, en utilisant les bases de données 

moléculaires disponible dans le Web (NCBI et EMBL-EBI). 
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ANNEXE 1 

 

Fig 48 : Courbe d’étalon utilisée lors du dosage des protéines solubles 

 

 

 

 

Fig 49 : Spectrophotomètre à UV visibles utilisé pour le dosage des protéines. 
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Fig 50 : Principales étapes de l’électrophorèse SDS-PAGE 
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Protocole d’extraction d’ADN 

 

1. Chauffer le mortier et le pilon à 65 °C. 

2. Chauffer la solution CTAB 2x  jusqu’à 65 °C 

3. Ecraser 20-30 mg de jeunes plants ou feuilles. Ensuite, ajouter 750 µl de la  solution CTAB 2 x. 

Continuer à broyer. 

4. Ajouter encore  750 µl de la  solution CTAB 2 x. Continuer à broyer. 

5. Transférer  le contenu dans un tube de 2 ml. Incubation à 65 °C durant 45 – 60 min. Adjuster le 

volume jusqu’à 1.5 ml par l’addition de la solution CTAB 2 x . Agiter en douceur , chaque 15-20 

min. 

6. Après  incubation, ajouter  500 µl de chloroform:isoamyl alcohol . Agiter vigoureusement pendant 

15 min. 

7. Centrifuger à 13000 g durant 15 min (à température ambiante) 

8. Prenez 1 ml de surnageant et le mettre dans un nouveau tube de  2 ml. 

9.  Ajouter 666 µl d’isopropanol et mélanger convenablement. Incubation à température ambiante 

durant 30 min. l’ADN précipite à cette étape. 

10. Prélever l’ADN par centrifugation à 13000 g durant 10 min. 

11. Récupérer le surnageant. 

12. Laver le culot avec 1 ml d’ éthanol à 70%  durant minimum 5 min. 

13. Centrifuger à 13000 g durant 5 min. récupérer le surnageant. Faites un autre lavage avec l’ éthanol si 

le culot est de couleur foncé. 

14. Sécher le culot d’ADN à température ambiante. 

15. Dissoudre le culot d’ADN dans 100 µl  du tampon  TE  0.5 x durant une nuit à 4 °C. 

16. Le lendemain, dissoudre le culot par de petites tapes.  

17. Centrifuge r à 13000 g durant 5 min afin de collecter les débris. 

18. Récupérer le surnageant et  transférer vers un nouveau tube de 1.5 ml .  

19. Etiqueter  l’DNA avec un numéro et  mentionner le tube comme “ADN Stock ”. 
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Test de qualité par  l’électrophorèse en gel d’Agarose  

1. Préparer les échantillons comme suit: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Preparation du gel d’agarose  

 

Prendre 0.6 g d’agarose, chauffer dans 60 ml de TBE 1X . Refroidir au dessous de 65 °C sous agitation.  

 

3. Electrophorèse : Au début  60 V et après à 80V. 

 

4. Coloration et visualisation sous UV. 

  

Après électrophorèse, colorer le gel avec le BET (Bromure d’éthidium) durant 30 min, suivie d'un lavage 

avec de l'eau distillée durant 20 min. après prendre une photo en utilisant « Image Analyzer ». 

 

 

 Solution: 2 x CTAB buffer 

 

 

Component Concentration 

Tris-HCl pH 8 100 mM 

EDTA pH 8 20 mM 

CTAB 2% 

NaCL 1.4 M 

Β-mercaptoethanol* 0.2% 

Sodium Sulphite* 0.2% 

PVP* 0.5% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Component Amount 

DNA 5 µl 

Eau distillée stérile 5 µl 

Tampon de charge  3 µl 
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Tableau 21 : Résumé de résultats de 87 échantillons d’ADN à partir de jeunes plants de M. truncatula  

« selon la figure 49 : Gel 1,2 et 3 » 

 

Génotypes 

Numéro 

d’accession 

Code Position 

(Gel) 

DNA Génotypes 

Numéro 

d’accession 

Code Position 

(Gel) 

DNA Génotypes 

Numéro 

d’accession 

Code Position 

(Gel) 

DNA 

IG 53097 

DZA 
1.a 1 + IG 53945 

DZA 

4.c 31 + IG 53175 

MAR 

7.d 61 - 

IG 53097 

DZA 
1.b 2 + IG 53945 

DZA 

4.d 32 + IG 53175 

MAR 

7.e 62 - 

IG 53097 

DZA 
1.c 3 + IG 53945 

DZA 

4.e 33 + IG 53175 

MAR 

7.f 63 +/-  

IG 530105 

DZA 

2.a 4 + IG 53945 

DZA 

4.f 34 + IG 53175 

MAR 

7.g 64 - 

IG 530105 

DZA 

2.b 5 + IG 53945 

DZA 

4.g 35 + IG 53175 

MAR 

7.h 65 - 

IG 530105 

DZA 

2.c 6 + IG 53945 

DZA 

4.h 36 - IG 53175 

MAR 

7.i 66 - 

IG 53115 

DZA 

3.a 7 + IG 53945 

DZA 

4.i 37 + IG 53175 

MAR 

7.j                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   67 - 

IG 53115 

DZA 

3.b 8 

 

+ IG55917 

SYR 

5.a 38 + IG 53939 

TUN 

8.a 68 + 

IG 53115 

DZA 

3.c 9 + IG55917 

SYR 
5.b 39 + /- IG 53939 

TUN 

8.b 69 + 

IG 53945 

DZA 

4.a 10 + IG55917 

SYR 
5.c 40 + IG 53939 

TUN 

8.c 70 + 

IG 53945 

DZA 

4.b 11 + IG55917 

SYR 
5.d 41 - IG 53939 

TUN 

8.d 71 + 

IG 53097 

DZA 
1.d 12 +/- IG55917 

SYR 
5.e 42 + IG 53939 

TUN 

8.e 72 +/- 

IG 53097 

DZA 
1.e 13 - IG55917 

SYR 
5.f 43 + IG 53939 

TUN 

8.f 73 + 

IG 53097 

DZA 
1.f 14 + IG55917 

SYR 
5.g 44 + IG 53939 

TUN 

8.g 74 + 

IG 53097 

DZA 
1.g 15 +/- IG55917 

SYR 
5.h 45* + /- IG 53939 

TUN 

8.h 75 + 

IG 53097 

DZA 
1.h 16 + IG55917 

SYR 
5.i 46 +/- - IG 53939 

TUN 

8.i 76 +/- - 

IG 530105 

DZA 

2.d 17 +/- IG55917 

SYR 
5.j 47 +/- - IG 53939 

TUN 

8.j 77 +/- - 

IG 530105 

DZA 

2.e 18 - IG 53965 

LBN 

6.a 48 +/- - IG 53326 

JOR 

9.a 78 + 

IG 530105 

DZA 

2.f 19* +/- IG 53965 

LBN 

6.b 49 +/- IG 53326 

JOR 

9.b 79 + 

IG 530105 

DZA 

2.g 20 +/- IG 53965 

LBN 

6.c 50* + IG 53326 

JOR 

9.c 80 +/- - 

IG 530105 

DZA 

2.h 21 + IG 53965 

LBN 

6.d 51 + IG 53326 

JOR 

9.d 81 +/- 

IG 530105 

DZA 

2.i 22 + IG 53965 

LBN 

6.e 52 + IG 53326 

JOR 

9.e 82 + 

IG 530105 

DZA 

2.j 23 + IG 53965 

LBN 

6.f 53 + IG 53326 

JOR 

9.f 83 +/- 

IG 53115 

DZA 

3.d 24* +/- IG 53965 

LBN 

6.g 54 - IG 53326 

JOR 

9.g 84 - 

IG 53115 

DZA 

3.e 25 +/- - IG 53965 

LBN 

6.h 55 - IG 53326 

JOR 

9.h 85 - 

IG 53115 

DZA 

3.f 26 + IG 53965 

LBN 

6.i 56* + IG 53326 

JOR 

9.i 86 + 

IG 53115 

DZA 

3.g 27 + IG 53965 

LBN 

6.j 57 +/-  IG 53326 

JOR 

9.j 87 + 

IG 53115 

DZA 

3.h 28 + IG 53175 

MAR 

7.a 58 - IG 53097 

DZA 
1.i 88   

02 Ind 

missed IG 53115 

DZA 

3.i 29 + IG 53175 

MAR 

7.b 59 +/-  IG 53097 

DZA 
1.j 89 

IG 53115 

DZA 

3.j 30 +/- - IG 53175 

MAR 

7.c 60 - IG 53945 

DZA 

4.J 90 03 Ind 

missed 
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           M           1             2             3           4             5            6               7         8            9             10          11       

     M     12    13    14    15    16    17     18     19    20    21    22    23     24    25     26    27    28    29     30    31     32    33    34    35    36     37    38 

  M     39     40    41    42     43    44    45     46     47    48    49    50    51    52     53    54    55    56    57     58    59     60     61    62    63    64   65     

  66     67    68     69    70    71     72    73     74    75    76    77    78     79    80     81    82    83    84     85    86    87    M     

         13       18         19         24        27         41        42          42*        45      45*      50          54 

                     55           56           -          -          -          -              -                        -              -            - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51 : Test de qualité d’ADN à partir de jeunes plants des différentes accessions  

de Medicago truncatula. 
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Fig 52 : Potentiel hydrique (w) des différentes solutions d’NaCl employé pour imposer le stress hydrique sur les 

jeunes plants de M. truncatula 

 

 

 

Fig 53 : Poids sec (matière sèche) des jeunes plants des deux génotypes de M. truncatula sous différents traitements de 

NaCl. 
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Tableau 22 : Concentrations de ASC, DHA, GSH, GSSH, (ASC+DHA) et (GSH+GSSH) Pools, ASC/ASC+DHA et 

GSH/GSH+GSSH Ratios au niveau racinaire chez les deux génotypes contrastés de M. truncatula sous différents 

traitements de NaCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Génotypes NaCl 

mM 

ASC  

mg/gDW 

DHA 

mg/gDW 

GSH 

mg/gDW 

GSSG 

mg/gDW 

ASC+DHA 

mg/gDW 

GSH+GSSG 

mg/gDW 

ASC/ 

ASC+DHA 

GSH/ 

GSH+GSSH 

 

T131 

(T) 

0 0±0 5,81±0,57 0,65±0,41 0,63±0,33 5,81±0,57 1,28±0,49 0±0 0,55±0,29 

68 1,35±1,35 5,22±1,10 1,12±0,85 1,90±0,87 6,56±0,65 3,03±0,63 0,18±0,18 0,36±0,22 

102 0±0 4,98±0,34 0,59±0,16 0,54±0,19 4,98±0,34 1,12±0,16 0±0 0,53±0,15 

137 0±0 5,31±2,90 1,99±0,12 1,67±0,89 7,96±2,02 2,99±1,20 0±0 0,40±0,24 

 

Jemalong 

(S) 

0 0,96±0,96 3,80±0,83 0±0 0±0 4,76±0,43 0,00±0,00 0 ,18±0,18 0±0 

68 0±0 4,42±2,24 0±0 0,30±0,30 6,63±0,61 0,30±0,30 0±0 0±0 

102 0±0 4,74±2,37 0±0 0,20±0,20 7,10±0,08 0,20±0,20 0±0 0±0 

137 0±0 3,85±1,96 0±0 0,16±0,16 5,78±0,65 0,16±0,16 0±0 0±0 
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Figure 54 : Matériel végétal et germination des différentes graines de Medicago truncatula Gaertner 
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Figure 55 : Semis des différentes graines d’accessions de Medicago truncatula Gaertner 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Différences Agro-morphologiques entre T131 and Jemalong  
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Principe de l’électrophorèse capillaire 

 

L’électrophorèse capillaire se définit comme une technique de séparation electrophoretique 

effectuée dans un tube de diamètre interne < à 100 m, rempli d’un milieu électrolyte. Cette 

nouvelle technique permet la séparation rapide de molécule très variée, avec une grande résolution. 

 

La séparation des molécules se fait par leur propre mobilité electrophoretique sur laquelle 

vient s’ajouter le flux electro-osmotique, plus ou moins important, engendre par le capillaire de 

silice qui attire les charges positives de l’électrolyte. 

 En effet, les molécules sont soumises à 2 flux : 

 

Le flux électrophorétique qui entraîne les cations vers la cathode et les anions vers 

l’anode : Dans une solution on a deux types de molécules : les neutres et les chargées. Les 

molécules neutres ne sont pas concernées par ce phénomène. En revanche, les molécules chargées 

lorsqu’elles sont soumises à un champs électrique se déplacent à une vitesse caractéristique 

constante qui est fonction de leur taille et de leur charge. 

 

Le flux éléctro-osmotique : c’est un phénomène particulier au capillaire de silice, en 

effet les groupements Silanol sont très acide et donnent facilement S-O
-
, ce qui donne une charge 

interne négative. Dans le tampon on a des molécules chargées positivement, celles-ci vont venir 

s’adsorber à la paroi interne, et lorsqu’on impose un courant dans le capillaire « la gaine positive » 

va être entraînée vers la cathode. Cette migration crée un flux que l’on peut assimiler à un courant  

ou à «un tapis roulant ». Ce flux s’applique à toutes les molécules, qu’elles soient chargées ou non. 

 

La somme de ces deux phénomènes va donner la vitesse caractéristique de la molécule 

étudiée. On a : 

 

Vitesse de migration = Vitesse électrophorétique + Vitesse électro-osmotique. 

 

La migration se fait dans un capillaire constitué de polymères de silicate d’un diamètre 

inférieur à 100 m. Il est rempli d’une solution tampon ; on injecte à l’anode et on détecte à la 

cathode. On applique une tension aux bornes du capillaire et le déplacement des espèces est régi par 

les deux phénomènes que sont l’électromigration et l’électro-osmose. 

 

En règle générale, la migration se fait de l’anode à la cathode quel que soit le pH. 

En effet soit Ve la vitesse electrphorétique du soluté et V0 la vitesse du flux electro-

osmotique. 

 

A pH faible : 

 

-   +         + 

 

 

A pH fort 

 

V0         Ve 

-   -         + 

 

 

Vo>Ve donc la migration se fait de l’anode vers la cathode. 

D’après ces 2 schémas on remarque bien que la migration du soluté se fasse de l’anode vers la 

cathode indépendamment du pH. 
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L’appareillage : 

 

 

   Capillaire  

 

 

 

 

 

     Electrodes  

 

 

 

 

              Enregistreur 

        Tampon 

 

       Echantillons  

Fig 57 : Principe de l’électrophorèse capillaire 
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