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Etude biométrique, morpho-phénologique et caryologique de plusieurs populations Algériennes
de ’espéce Trifolium subterraneum L.

Résumé

Dans le cadre de I’évaluation et de la valorisation des ressources phytogénétiques d’intérét fourrager et
pastoral en Algérie, une étude morpho-phénologique, biométrique et caryologique a été réalisée sur
vingt-six (26) populations naturelles de trefle souterrain (Trifolium subterraneum L.), originaires de
différents sites écologiques du Nord-Est de 1’ Algérie. L’étude morpho-phénologique et biométrique a
porté sur un total de cinquante (50) caracteres (33 quantitatifs relatifs au développement végétatif,
floraison, formation de gousses et 17 qualitatifs liés aux feuilles, fleurs et graines). Deux facteurs
écologiques (altitude et pluviométrie), concernant les habitats naturels des populations, ont été
également considérés.

L’analyse de la variance a mis en relief I’existence d’une importante variabilité intraspécifique et inter
populations. Des différences tres hautement significatives ont été décelées pour la plupart des caractéres
étudiés. Les caractéres biométriques et phénologiques se sont révélés plus discriminants par rapport aux
marqueurs qualitatifs. Plusieurs corrélations significatives ont été constatées entre ces marqueurs et
certains caractéres relatifs a la reproduction et la production. Un effet relativement plus prononcé de
I’altitude par rapport a la pluviométrie du milieu d’origine des populations a été remarqué sur la variation
de certains caractéres quantitatifs et qualitatifs. Les résultats de I’ACP indiquent une large variabilité
morpho-phénologique et biométrique particulierement, entre les populations issues de Guelma. La
précocité, le développement végétatif, la production de fleurs et le poids des infrutescences ont permis
de classer les populations en trois groupes distincts.

Cette étude a permis de mettre en évidence 1’importance de certains caractéres quantitatifs et qualitatifs
dans la détermination de la classification infraspécifique de I’espéce T. subterraneum en Algérie et
suggére que les populations collectées dans le Nord Est de 1’ Algérie correspondent beaucoup plus a la
SSp. subterraneum.

Par ailleurs, I’étude des différentes générations (GO et G1) a permis de constater des différences trés
hautement significatives pour tous les caractéres biométriques étudiés. Une variation intergénération GO
et G1 est constatée pour le poids de mille grains et le poids des infrutescences. Le test T de Student
indique que certains caracteres relatifs a la taille des infrutescences, des graines et au nombre de gousses
par infrutescence se sont révélés relativement plus stables entre GO et G1 chez une grande partie des
populations.

Enfin, I’étude caryologique portant sur neuf (09) populations a mis en relief une variabilité du nombre
de chromosomes inter et intra-populations et indique que deux nombres chromosomiques caractérisent les
populations algériennes de T. subterraneum. Une premiére formule (2n=2x=16 m) (métacentriques),
plus fréquente chez la plupart des populations étudiées, est conforme aux rapports antérieurs réalisés
chez cette espéce. Ces populations présentent un caryotype symétrique pour la taille et la forme. Une
seconde formule est détectée pour la premiere fois, et décrite comme nouvelle formule chromosomique
(2n=2x=18m) chez T. subterraneum. Cette derniere formule est plus ou moins fréquente par rapport a
la premiere et caractérisant les populations issues de régions de fortes altitudes. Le caryotype
(2n=2x=18m) est relativement symétrique. Au niveau des deux caryotypes établis, la premiére paire est
sateliffére. Une variation de la taille et de la fréquence des satellites est remarquée. L’espéce présente un
comportement méiotique régulier, confirmant la présence de deux nombres de base (x=8 et 9).

Les populations algériennes de T. subterraneum présente une importante variabilité morphologique,
phénologique, biométrique et caryologique sur laquelle les facteurs écologiques de son milieu d’origine
(altitude et pluviométrie) semblent avoir une influence plus ou moins prononcée. Ces nouvelles données
sur la morphologie et la caryologie de T. subterraneum peuvent étre utiles pour la classification de
I’espéce en vue de sa conservation et son utilisation dans les programmes de sélection et de
développement durableen Algérie.

Mots clés : Biométrie, Chromosomes, Facteurs écologiques, Légumineuses fourragéres, Phénologie,
Morphologie, Trifolium subterraneum L.



Biometrical, morpho-phenological and karyological study in several Algerian
populations of the species Trifolium subterraneum L.

Abstract

Within the framework of the evaluation and valorization of plant genetic resources of fodder and pastoral
interest in Algeria, a morpho-phenological, biometrical and karyological study was carried out on
twenty-six (26) natural populations of subterranean clover (Trifolium subterraneum L.), originating
from different ecological sites of the North-East of Algeria.

The morpho-phenological and biometrical study was carried out on a total of fifty (50) characteristics
(33 quantitative related to vegetative development, flowering and pod formation and 17 qualitative
related to leaf, flower and seed characteristics). Two ecological factors (altitude and rainfall), concerning
the natural habitats of the populations, were also considered. The analysis of variance highlighted the
existence of significant intraspecific and inter-population variation for several traits. The biometrical
and phenological characteristics were more discriminating than qualitative ones (markers). Several
significant correlations were observed between the markers and certain traits related to the reproduction
and yield. A relatively more pronounced effect of altitude compared to rainfall in the environment of
origin of the populations was noted on the variation of certain quantitative and qualitative traits. The
results of the PCA indicate a wide morpho-phenological and biometrical variability, particularly
between the populations from Guelma. Earliness, vegetative development, flower production and
fruiting heads weight permitted to classify the populations into three distinct groups.

This study highlighted the importance of certain quantitative and qualitative characteristics in
determining the infraspecific classification of the species T. subterraneum in Algeria and suggests that
the populations collected in the North East of the country would correspond to the ssp. subterraneum.

Furthermore, the study of the different generations (GO and G1) showed very highly significant
differences for all the studied characteristics. A fairly high inter-generation variation between GO and
G1 was found for thousand seed weight and fruiting heads weight. The Student's t-test indicated that
some characteristics related to fruiting head size, seed size and number of pods per fruiting head were
relatively more stable between GO and G1 in a large part of the populations.

Finally, the karyological study on nine (09) populations highlighted a variability of the number of
chromosomes between and within populations and indicate that two chromosomal numbers characterize
the Algerian populations of T. subterraneum. A first formula (2n=2x=16m) (metacentric), more frequent
in most of the studied populations, is consistent with previous reports in this species. These populations
show a symmetrical karyotype for size and shape. A second formula is detected for the first time, and
described as a new chromosomal formula (2n=2x=18m) in T. subterraneum. The latter is relatively more
or less common than the first one and characterizes the populations coming from high altitude areas.
The karyotype (2n=2x=18m) is relatively symmetrical. At the level of the two established karyotypes,
satellites are highlighted at the first pair. A variation in the size and frequency of these satellites is
observed. The species shows regular meiotic behaviour, confirming the presence of two basic numbers
(x=8 and 9).

The algerian populations of T. subterraneum presents an important morpho-phenological, biometrical
and karyological variability on which the ecological factors of the environment of origin (altitude and
rainfall) seem to have a more or less pronounced influence. These new data on the morphology and
karyology of T. subterraneum may be useful for the classification of the species with a view to its
conservation and its use in selection and sustainable development programs in Algeria.

Key words : Biometry, Chromosomes, Ecological factors, Fodder legume, Phenology, Morphology,
Trifolium subterraneum L.
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Introduction

L’ Algérie, de par I’étendue de son territoire, est caractérisée par la diversité écologique de
ses habitats naturels, engendrant une importante variation floristique (Issolah, 2018). La
flore spontanée algérienne est estimée a environ 3139 espéces ou les ressources
Iégumineuses fourrageres et pastorales occupent une place importante (Zirmi-Zembri &
Kadi, 2019).

Un trés grand nombre d’espéces poussent a 1’état naturel et endémique et constituent un
réservoir important pour le choix d’espéces pastorales et fourrageres pouvant répondre aux
objectifs de diversification, d’augmentation de la production, d'obtenir la résistance
génétique aux ravageurs et aux stress environnementaux, protection des sols contre I’érosion

et la mise en valeur des terres marginales (Abdelguerfi, 2003).

L’Algérie n’a donné que peu d’intérét aux cultures fourrageres qui pourtant, seraient une
solution adéquate pour le développement de la production animale. Ces cultures se trouvent
confronter a plusieurs contraintes ; la faible superficie, la diversité des espéces et des variétés
tres limitée et les cultures de la vesce-avoine, de ’orge et de 1’avoine, destinées a la

production du foin, constituent les principales cultures (Mebarkia, 2019).

Les ressources fourrageres disponibles sont assurées en grande partie par les terres de
parcours (jachéres, prairies naturelles, parcours steppiques, parcours forestiers...) et les sous-

produits de la céréaliculture (chaumes des céréales, pailles) (Abdelguerfi et al., 2008).

Le Nord-Est de I’ Algérie est 1’une des régions les plus humides du pays et est tres riche en
espéces fourragéres trés intéressantes, appartenant aux genres Trifolium, Medicago,
Astragalus, Phalaris, Scorpiurus, Avena, Hedysarum, Lolium, Dactylis, Festuca, Hordeum,

Lotus, Onobrychis, qui méritent d’étre valorisées (Issolah et al., 2001).

La connaissance des adaptations de ces espéces serait un atout majeur dans le cadre de la
valorisation de ces ressources phytogénetiques et I’introduction des écotypes au niveau des
jacheres ou dans la mise en valeur des terres marginales, en tenant compte de leurs

adaptations, permettra de réduire les risques d’échecs (Abdelguerfi et al., 2006).

Le tréfle souterrain (Trifolium subterraneum L.), est une Iégumineuse fourragére annuelle
d’hiver, qui occupe actuellement dans divers pays a travers le monde, notamment 1’ Australie,

la nouvelle Zélande et I’Europe, une place de choix sur le plan quantitatif et qualitatif, vu sa
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capacité a fournir des aliments de haute qualité au bétail et son potentiel de fixer I'azote

atmosphérique (Mills et al., 2015).

Depuis son introduction initiale accidentelle en Australie et sa commercialisation ultérieure,
le tréfle souterrain est devenu une culture stratégique. Sa large utilisation est due au
développement d'une gamme de cultivars (53 cultivars) adaptés a une diversité
d'environnements pluviaux et de systémes agricoles (Nichols et al., 2017). Ce projet de
sélection a éteé facilité par une importante ressource génétique, rassemblée a partir de son
centre d'origine en Méditerranée et ses environs (y compris, 1’Algérie) (>10.000 lignées),
dotées d’une diversité de périodes de floraison, de marqueurs morphologiques et les teneurs
en isoflavones (Nichols et al., 2013 ; Abdi et al., 2020). La sélection de ces cultivars a
également permis de surmonter les menaces posées par les isoflavones cestrogéniques, les

maladies et ravageurs importants (Nichols et al., 2013).

Ces lignées ont également participé au développement d'une collection de base « core
collection », qui représente une grande partie de la diversité génétique de I'espéce et d'une
carte génétique avec des marqueurs moléculaires, fournit une plate-forme pour le
développement de cultivars avec de nouvelles caractéristiques au profit des industries du

bétail et la production de semences (Ghamkhar et al., 2015).

L utilisation et 1’exploitation des ressources génétiques de 1’espéce T.subterraneum
nécessitent une connaissance approfondie des populations destinées a la sélection. Peu
couteux et faciles a étudier, les marqueurs morphologiques sont les premiers marqueurs

utilisés dans la caractérisation des ressources génétiques des plantes (Nadeem et al., 2018).

De plus, le rendement fourrager, la qualité nutritionnelle du fourrage et le rendement en
graines dépendent fortement du stade phénologique et de la morphologie de la plante
(Gustavsson, 2011).

Plusieurs populations locales de I’espéce T. subterraneum, collectées a travers 1’ Algérie ont
servi a enrichir de nombreuses banques de génes internationales et a développer de
nombreux cultivars (Genesis, 2021). Malgré cela, sur le plan morphologique, cette ressource
naturelle reste peu étudiée en Algérie (Zatout, 1985 ; Abdelguerfi et al., 2006 ; Issolah et al.,
2015 ; Issolah et al., 2016).

Par ailleurs, les analyses cytogénétiques sont devenues une excellente source d'information

ces derniéres années pour I'évaluation des ressources génétiques. Ces informations peuvent
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également étre exploitées dans la taxonomie afin de sélectionner et de développer cette

ressource phytogénétique dans le domaine agricole.

La caractérisation cytologique de T. subterraneum reste aussi tres restreinte et cela en raison
de la petite taille des chromosomes comme toutes les autres especes de Trifolium (Zohary &
Heller, 1984). Les premieres études cytogénetiques sur T. subterraneum ont porté
uniquement sur la détermination du nombre chromosomique (2n=16), mais sans établir de
caryotype (Weselxen, 1928 ; Yates & Brittan, 1952 ; Brock, 1953 ; Hutton & Peak, 1954 ;
Zohary & Katznelson, 1958 ; Kliphuis, 1962 ; Britten, 1963).

Plus tard, quelques études du caryotype de T. subterraneum ont été réalisées ; en Espagne
(Angelo et al., 1975, 1977, 1983), en Iran (Hezamzadeh Hijazi & Ziaeinasab, 2006), et en
Italie (Falistocco et al., 1987, 2013).

La présente étude porte sur I’évaluation et la valorisation des ressources phytogénétiques
d’intérét fourrager et pastoral en Algérie. Elle a pour objectif d’analyser la diversité morpho-
phénologique, biométriqgue et chromosomique au sein des populations naturelles de
Trifolium subterraneum L., issues de différents habitats naturels dans le Nord -Est de
I’ Algérie. Ce travail fait suite aux différentes études menées sur les légumineuses fourragéres
spontanées en Algérie (Issolah, 1997 ; Issolah & Abdelguerfi, 1995, 1999 a, b, 2000, 2002,
2003 ; Issolah & khalfallah, 2007 ; Issolah et al., 2006, 2012, 2014, 2015, 2016, 2018, 2022).

Le présent travail s’organise autour de trois chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a une synthése bibliographique présentant des genéralités
relatives a la famille, au genre et & I’espece étudiée. Dans le deuxiéme chapitre, nous
décrirons le matériel et les méthodes d’étude utilisés. Dans le troisieme chapitre nous
présenterons les résultats obtenus lors des différentes études morphologiques,
phénologiques, biométriques et caryologiques. Enfin, nous terminerons par une discussion
générale qui soulignera d’une part, les conclusions importantes de ce travail et abordera

d’autre part, les perspectives envisageables.



Chapitre |
Synthese bibliographique
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1. Geéneéralités sur le genre Trifolium L.

1.1 Description

Leguminosae ou Fabaceae, communément appelée légumineuses, est la troisieme plus grande
famille d’Angiospermes apreés les Orchideae et les Asteraceae, comprenant prés de 770 genres
et plus de 19 000 espéces (Lewis et al., 2005, 2013 ; LPWG, 2013a). Les légumineuses forment
une famille morphologiquement diverse, allant des herbes arctiques alpines et arbustes pérennes
tempérés ou tropicaux aux xérophytes et arbres géants équatoriaux annuels (Smykal et al.,
2015).

D’un point de vue économique, les Fabaceae viennent au deuxieme rang apres les Poaceae. Ce
sont des cultures vivriéres importantes qui fournissent un taux élevé de protéines et de micro-
nutriments pour améliorer la santé et les moyens de subsistance, particulierement dans les pays

en développement (Yahara et al., 2013).

Les légumineuses comprennent de nombreux types de plantes utiles telles que les cultures pour
les grains, les legumes secs, le bois, les plantes ornementales et médicinales, des oléagineux,
des paturages et des fourrages (Van der Maesen & Somaatmadja, 1992 ; Gepts et al., 2005 ;
Brink & Belay, 2006 ; Saslis-Lagoudakis, 2011).

D’autre part, la capacité de nombreuses especes de l1égumineuses a fixer 1’azote atmosphérique
grace a leur association avec des bactéries du sol du genre Rhizobium réduit I’apport des engrais
azotées pour les cultures et également pour celles qui leur sont associées ou leur succédant dans

une rotation (Ferreyrolle & Pierre, 2016).

Traditionnellement, la famille des Fabaceae se distinguent en trois sous-familles :
Papilionoideae, Caesalpinioideae et Mimosoideae (Polhill et al.,1981).

Ainsi, dans la nouvelle révision taxonomique phylogénétique de cette famille, réalisée par un
groupe de chercheurs « Legume Phylogeny Working Group » (LPWG) en 2017, six sous-
familles sont décrites: Caesalpinioideae ; Cercidoideae ; Detarioideae ; Dialioideae ;
Duparquetioideae ; Papilionoideae, avec l'inclusion de la sous-famille Mimosoideae dans les
Caesalpinioideae (Fig.1) (LPWG, 2017).

Les Papilionoideae constituent la sous famille la plus diversifiée et la plus répandue,

comprenant la plupart des espéces légumineuses alimentaires fourrageres (Gepts et al., 2005).
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Selon les analyses phylogénétiques récentes, ils représentent un groupe monophylétique, ce qui
en fait de loin la plus grande sous-famille (14000 espéces) (Smykal et al., 2015 ; LPWG, 2017).

Le Houerou (2006) souligne que la sous famille des Papilionoideae est tres largement
dominante et représente 98% de la flore spontanée du bassin mediterranéen. Sprent (2008)

signale que 97% des especes des Papilionoideae peuvent étre nodulées.

Les Papilionoideae se répartissent en 31 tribus (Botineau, 2010), dont la tribu des Trifolieae a
laquelle appartient le genre Trifolium considéré comme étant 1’un des plus grands genres
(Ellison et al., 2006), étroitement apparenté aux genres Medicago, Trigonella et Melilotus, qui

appartiennent également a la méme tribu (Maureira-Butler et al., 2008).

Selon Heyn (1981), Trifolium différe de ces genres (Medicago, Trigonella et Melilotus) par la
corolle généralement persistante et par ses gousses souvent indehiscentes contenant

généralement une graine.

Le nom « Trifolium » vient du mot grec triphullon : treis, trois et « phullon, feuille, se référant
aux feuilles distinctives, qui sont généralement composées de trois folioles (trifoliolée) (Smykal
etal., 2015).

I Duparqueticideae
(171 QOnUs, 111 EPecIes)
Ml Cercidoideae
{12112 genera, 96/ca. 335 spedes)
Bl Detaricideae
{79184 genera, 327/ca. 760 species)
Il Daticideae
(15417 genera, 150G, B5 species)
| [ (incl. clade)
(1867148 genera, S37/CA. 4400 species)

Papilionoideae
(4457503 ganera, 2316/ca. 14,000 species)

g
«

B

o086

Figure 1. Classification phylogénique des Légumineuses.
A. Arbre phylogénétique de consensus bayésien de 3842 séquences matK du gene plastidique matK représentant 3696
séquences du 19 500 espéces et 698 des 765 genres de légumineuses, B. Phylogénie schématique basée sur l'analyse
bayésienne matK montrant la classification des six sous-familles, avec des tailles de clades proportionnelles au nombre

d'espéces (LPWG, 2017).

Le genre Trifolium regroupe de nombreuses espéces annuelles et pérennes, le plus souvent
prostrées et rarement plus de 50 cm de haut (Ellison et al., 2006). Les espéces du Trifolium

occupe un large éventail d’habitats : les paturages, les prairies, les foréts ouvertes, les régions
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semi-désertiques, les montagnes et les sommets des Alpes (Gillett & Taylor, 2001 ; Smykal et
al., 2015 ; Scoppola et al., 2018).

Le genre Trifolium est représenté par environ plus de 255 espéces, dont certaines ont une grande
valeur agricole et sont utilisées pour la production de fourrages vert ou sec riches en protéines,
I’amélioration de la fertilité des sols (Zohary, 1970 ; Falistocco et al.,2013) et enfin la
production du miel (Palmer et al., 2009 ; Sultana et al., 2022).

En outre, plusieurs espéces de Trifolium auraient des propriétés médicinales et sont riches en
une multitude de métabolites secondaires biologiquement actifs, dont les composés phénoliques

sont 1’une des principales classes (Sabudak & Guler, 2009 ; Tava et al., 2019).

Environ 25 espéces de Trifolium destinées a I’alimentation des ruminants, sont activement
cultivées dans de nombreux pays du monde (T. pratense L. ; T. repens L. ; T. resupinatum L. ;
T. incarnatum L. ; T. hybridum L. ; T. pannonicum Jacg. ; T. subterraneum L. ; T. fragiferum
L.; T.mediumL ...) (Gillet & Taylor, 2001 ; Graczyk et al., 2015). Selon Sprent (2009), pres
de 125 especes de Trifolium sont connues pour leur formation de nodules racinaires fixateurs

d’azote.

Plus de 74 000 accessions de Trifolium sont conservées dans les collections mondiales Ex situ,
dont 53% sont sauvages, 14 % cultivées et 33 % présentent un statut d'amélioration inconnu ;
les plus grandes collections sont présentes en Australie, en Nouvelle Zélande et a 'ICARDA
(Smykal et al., 2015).

L'étude de la variation des caractéres morphologiques, phénologiques, agronomiques et
marqueurs moléculaires dans les collections de germoplasme de trefle a permis de développer
des core collections chez les espéces les plus importantes dans de nombreuses régions du
monde, en particulier le trefle rouge (T. pratense) (Kouame & Quesenberry, 1993), le trefle
blanc (T. repens) (Vymyslicky' et al., 2010, 2012) et le trefle souterrain (Trifolium
subterraneum) (Ghamkhar et al., 2012).

1.2 Origine et classification

Trifolium est un genre cosmopolite trouve principalement dans I'nemisphére Nord (Smykal et
al., 2015 ; Scoppola et al., 2018). Le genre Trifolium est répandu dans les régions tempérées et
subtropicales et peut étre limité aux zones montagnardes et alpine des tropiques d’Afrique de
I’Ouest et d’Amérique du sud (Zohary & Heller, 1984). Mais, selon Ellison et al., (2006), le

genre Trifolium est absent au Sud-Est de 1’Asie et 1’ Australie.
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La région méditerranéenne est actuellement considérée comme le centre principal de diversité

du genre Trifolium, mais également un site de domestication et de reproduction des especes

cultivées (Ellison et al., 2006 ; Scopolla et al., 2018). Elle abrite plus de 150 especes
représentant sept des huit sections typiquement reconnues dans la classification infragénérique
de Trifolium (Zohary & Heller, 1984 ; Greuter et al., 1989 ; Coulot & Rabaute, 2013).

Plusieurs études moléculaires sont cohérentes avec une origine biogéographique
méditerranéenne-moyenne orientale du genre Trifolium (en particulier, la Turquie et la Gréce),
probablement dans le Miocene précoce, 16-23 millions d’années (Steele & Wojciechowski,
2003 ; Ellison et al., 2006 ; Smykal et al., 2015 ; Scoppolla et al., 2018).

Le nombre des espéces euro-méditerranéennes est de 129 espéeces, dont 122 espéces étant
présentes dans la région Méditerranéenne et 45 especes endémiques méditerranéennes sensu
(Greuter et al., 1989, Scoppola et al., 2018).

La Turquie se caractérise par la plus grande abondance d’especes de Trifolium, avec plus de
100 especes appartenant a 7 des 8 sections reconnues (Uslu et al., 2013). Au sud de I’Europe,
la Gréce présente 89 espéces sauvages et 30 especes endémiques méditerranéennes (Scoppola
etal., 2018).

En Afrique du Nord, 53 especes de trefles ont été rapportées au Maroc, dont quatre sont
endémiques (Fennane et al., 2007), 29 en Tunisie (Alapetite, 1979), et 37 en Algérie (Quezel
& Santa, 1962).

Dobignard & Chatelain (2012) ont recensé 51 especes au Maroc dont quatre endémiques, 33 en
Tunisie et 45 en Algérie dont deux naturalisées (T.incarnateum L. ; T. alexandrinum L.), une
adventice (T. constantinopolitanum Ser.) et trois espéces éteintes (T.rubens L. ; T. clypeatum
L.; T. congestum Guss.) (Tab.1).

Tableau 1. Nombre d’especes de Trifolium présentes en Afrique du Nord (Dobignard & Chatelain,
2012).

Pays Madére lles Mauritanie Maroc ~ Algérie  Tunisie Libye Egypte
Canaries

Nombre d’espéces 25 29 0 51 45 33 23 16

Endémique - - - 4 - 1

Présence. incert. (?) - - - 3 - 3

Naturalisé (N) 1 2 - 2 2 1 2 2

Adventice (A) - - - - 1

Eteint (E) - - - 1 3
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La classification du genre Trifolium, a fait 1’objet de plusieurs études, plusieurs tentatives de

classification ont été proposées pour diviser ce genre en groupes naturels.

Presl (1832) a identifié neuf groupes d'espéces qu'il a classés comme genres indépendants. Par
la suite, Boissier (1872) a reconnu sept sections. Hossain (1961) a divisé le genre en huit sous-

genres.

Selon la morphologie et le nombre de chromosomes, Zohary & Heller (1984), subdivisent le
genre Trifolium en huit sections : Lotoidea, Paramesus (C.Presl), Mystillus (C.Presl), Vesicaria,

Chronosemium, Trifolium, Trichocephalum Koch , Involucrarium Hooker (Tab.2).

L’analyse phylogénétique du genre Trifolium a créé deux sous-genres : Chronosemium (Ser.)
Reichenb. et Trifolium L. Ce dernier sous genre est divisé en huit sections (Tab.2) (Ellison et
al., 2006).

La section Lotoidea est la plus grande section, considérée comme ancestrale aux autres sections
en raison de sa distribution mondiale, sa richesse en espéces (plus de 90 espéces), et de son

hétérogéneité morphologique (Zohary, 1972 ; Zohary & Heller, 1984 ; Smy kal et al.,2015).

Tableau 1. Nouvelle classification du genre Trifolium et des taxons correspondants (Ellison et al., 2006).

Classification Distribution Native

Zohary & Heller (1984)

Nouvelle classification
Ellison et al., (2006)

Nombre d’espéces

Subgenus Chronosemium sect. Chronosemium

(Ser.) Reichenb.

Mediterranean region 20

Subgenus Trifolium
sect. Glycyrrhizum Bertol. T. alpinumand T.
polyphyllum of sect.

Lotoidea

European Alps—
Caucasus Mts. 2

sect. Paramesus (C. Presl)
Berchtold and J. Presl

sect. Lupinaster (Fabricius)

sect. Paramesus

T. eximium, T. gordejevii

Mediterranean region

Europe—Siberia

Ser. andT. lupinaster of sect. 3
Lotoidea
sect. Trifolium sect. Trifolium Mediterranean region, S 73
Africa (1)
sect. Trichocephalum Koch sect. Trichocephalum Mediterranean region
9
sect. Vesicastrum Ser. sects. Mistyllus, Vesicaria, Mediterranean region,
and Lotoidea in part sub-Saharan Africa, 54
Madagascar (1)
sect. Trifoliastrum S.F. Gray sect. Lotoidea in part Mediterranean region 20
sect. Involucrarium Hooker sects. Lotoidea and Lotoidea N and S America 72

in part
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1.3 Caryologie

D’un point de vue génétique, les études cyto-taxonomiques menées sur le genre Trifolium ont
montré qu’il présente une variété surprenante de nombres chromosomiques, et que les
modifications du nombre de chromosomes survenues ont joué un réle majeur dans son

évolution (Falistocco et al., 2013).

Le nombre de chromosomes a été déterminé pour plus de 184 espéces de trefle (Taylor et al.,
1979 ; Zohary & Heller, 1984 ; Uslu et al., 2012). Actuellement, la base de données
« Chromosome Counts Database » répertorie le nombre de chromosomes de 318 especes de
Trifolium (Lukjanova & Repkova, 2021).

Britten (1963) et Pritchard (1969) ont montré qu’une série aneuploide de nombres de base x=

5, 6, 7 et 8 se trouve dans le genre Trifolium.

La présence de x=8 (2n=16) chez environ 80 % des espéeces réparties a travers I'ensemble des
sections suggére que x = 8 est le nombre ancestral du genre Trifolium (Senn, 1938 ; Pritchard,
1969 ; Zohary & Heller 1984 ; Ellison et al., 2006), a partir duquel les nombres x =7, 6 et
5 sont dérivés.

L’aneuploidie (2n=10, 12 ou 14) était connue chez 31 espéces, dont 11 espéces avaient a la fois

une aneuploidie et une diploidie (2n=16) ou une polyploidie (Ellison et al., 2006).

Les ensembles de base dysploides sont les plus courants dans les sections qui sont a un stade
d'évolution plus avancé, comme Trifolium et Trichocephalum, ou I'on peut trouver les quatre
nombres de base (Pritchard,1969 ; Ellison et al., 2006 ; Falistocco et al., 2013).

Le nombre de base x=9 (2n=18) était détecté chez T. ornithopodiodes des iles britanniques
(Rutland, 1941 ; Mufioz-Rodriguez, 1995), chez T. montanum var. montanum de la Péninsule
Ibérique (Bleier, 1925a; Mufioz-Rodriguez, 1995), et également chez 1’espéce Trigonella
ornithopodiodes L. (DC) (Darlington & Wylie, 1945). Cette derniére espece (Trigonella
ornithopodiodes L.) (DC), a été reclassée plus tard pour des raisons d’ordre taxonomique dans
le genre Trifolium (Allen & Allen, 1981).

La polyploidie est plus fréquente chez les espéces pérennes de Trifolium (Kiran et al., 2010 ;
Ellison et al., 2006 ; Falistocco et al., 2013), dont 65 % appartiennent a la section Lotoidea
(Zohary & Heller, 1984).
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La polyploidie est connue chez 24 espéces, dont six sont exclusivement tétraploides (4x), deux
sont hexaploides (6x), et une est décaploide (12x). Onze especes présentaient deux niveaux de
ploidie : diploides et polyploides, tandis que trois avaient plusieurs niveaux de polyploidie :
tétraploide et plus (Ellison et al., 2006).

En Algérie, les denombrements chromosomiques portant sur des populations spontanées
appartenant a 15 especes de Trifolium ont mis en évidence pour la premiére fois de nouveaux
nombres de base (x=6) chez trois espéces (T. glomeratum L., T. pallidum Waldst. & Kit.,

T.squarrosum L.) et (x=8) chez I’espéce T. stellatum L. (Benmalek, 1987 In Issolah, 2018).

De méme, un nouveau nombre de base (x=6, 2n=12) a été mis en évidence chez I’espece T.
scabrum en plus du nombre habituel (x=5, 2n=10) lors des dénombrements chromosomiques
réalisés chez 12 especes et 25 populations algériennes de Trifolium (Issolah, 1997 ; Issolah &
Abdelguerfi, 1999b).

Les chromosomes de Trifolium sont de petite taille, généralement métacentriques ou
submétacentriques (Zohary & Heller, 1984 ; Schifino et al., 1986 ; Khatoon et al., 2006;
Salimpour et al., 2008). Les chromosomes acrocentriques ont été observés uniquement chez T.
argentinense Speg. (Conterato et al., 2010). Les chromosomes télocentriques n'ont pas encore

été confirmés dans le genre (Lukjanova & Repkova, 2021).

La taille du génome est plus petite a moyenne chez les espéces de Trifolium, allant de 337,1 Mb
chez T. ligusticum a 5669.3 Mb/1C chez T. pannonicum (In VVozéarova et al., 2021). Les
génomes de six especes ont été séquenceés, dont les trefles cultivés T. pratense (IStvanek et
al., 2014 ; De Vega et al., 2015), T. repens (Griffiths et al., 2019) et les trefles sauvages T.
Medium (Dluhosova et al., 2018), T. subterraneum (Hirakawa et al., 2016 ; Kaur et al., 2017),
T. occidentale et T. pallescens (Griffiths et al., 2019).

2. Présentation de I’espece Trifolium subterraneum L.

Trifolium subterraneum L. (1753), communément nommeé trefle souterrain ou tréfle semeur est
une espéce annuelle d’hiver caractérisée par un port prostré et sa capacité a enfouir les structures
reproductives (infrutescences ou bavures) dans le sol assurant ainsi, sa propre régenération par
auto-ensemencement (Masson, 1997). Le nom « subterraneum » vient du latin : sub (dessous) ;

terraneum (terre) (Langer, 1990) (Fig.2).
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Figure 2. Enterrement de structures reproductrices ou bavures chez Trifolium subterraneum L.

1 et 2 : bavures enfouies ou enterrées ; image encadrée en rouge (bavure développée avantl’enterrement) ; 3 :
fleuron juste avant la pénétration dans le sol ; 4 : pédoncule en train de s’étendre vers le sol (Fraschini,

Salis & Pecetti, 2010 In Piano & Pecetti, 2010).

2.1 Importance et utilisation

Le tréfle souterrain (T. subterraneum) est une légumineuse fourragére et principalement
pastorale utilisée dans plusieurs régions a travers le monde pour sa grande importance
agronomique et écologique. Grace a ses graines souterraines, cette légumineuse annuelle se
comporte comme une pérenne et cela fait d’elle une espéce essentiellement prairiale (Ben
Youssef et al., 2019).

Le trefle souterrain contribue le plus largement a la production mondiale d'aliments pour le
bétail (Mc Guire,1985 ; Kaur et al., 2017), et fournit des aliments saisonniers de haute qualité

au bétail pendant les mois d'hiver et de printemps (Teixeira et al., 2020).
2.1.1 Larégion méditerranéenne

Dans son habitat naturel dans le bassin méditerranéen et les régions avoisinantes, le tréfle
souterrain est une composante importante des écosystemes des prairies (Cocks & Bennett,
1999 ; Sulas, 2005). Son utilisation traditionnelle dans ces régions, s'est limitée au paturage des
prairies naturelles et des jachéres sarclées, avec peu de semis délibérés pour développer des

paturages ameliores (Cocks & Bennett, 1999).

Le trefle souterrain fait partie des 39 espéces autorisées sur la jachére européennes depuis 1992
(Rakotonandrasana & Masson, 2000). Le tréfle souterrain est utilisé pour couvrir les sols de
vignobles, notamment dans les coteaux méridionaux sensibles a I'érosion, en France (Bertoni
& Masson, 1996) et en Italie (Piemontese et al., 1995).
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Récemment dans les systémes agrosylvopastoraux et agro-pastoraux extensifs dans plusieurs
pays, notamment 1’Italie, le Portugal et 'Espagne, le semis de paturages de haute qualité a base
de légumineuses, composées de tréfle souterrain et d'autres Iégumineuses annuelles vise a
améliorer les paturages indigenes de faible qualité (Porqueddu et al., 2000 ; Sulas, 2005 ; Aguiar
etal., 2012).

Le tréfle souterrain est couramment utilisé dans ces systemes, en raison de sa capacité d'auto
régénération et de sa tolérance au paturage, souvent dans des conditions environnementales
variables et sous-optimales (Olea & San Miguel-Ayanz, 2006 ; Aguiar et al., 2012), et en
production animale, pour sa teneur €levée en protéines et haute qualité nutritionnelle pendant

I'été, ce qui réduit les besoins en alimentation complémentaire (Nichols et al., 2013).

La capacité du trefle souterrain a fixer I'azote atmosphérique (N2) et a augmenter la fertilité du
sol favorise aussi la croissance des espéces non lIégumineuses dans les paturages et des cultures
subséquentes dans une rotation (Nichols et al.,2013 ; Vasileva et al.,2018). Le tréfle souterrain
fixe de 27 a 30 kg N/ ha pour chaque tonne de matiére seche produite (Gillingham et al., 2003 ;
Lucas et al., 2005), accumule de la biomasse pendant I'automne-hiver, pour fournir une option
plus durable pour I’apport d’azote (Ledgard et al., 2001), et une couverture du sol pendant les

périodes de faible croissance des paturages (Baresel et al., 2018).

D’autre part, le trefle souterrain a été proposé et testé comme paillis vivants pour les céréales
et les Iégumineuses dans la région méditerranéenne (Caporali et al., 2004 ; Campiglia et al.,
2014 ; Porqueddu et al., 2016).

En Afrique du Nord, la culture du trefle souterrain, la fétuque et le ray-grass pérenne, a permis
d’aménager 8 000 ha de prairie dans le cadre de I’amélioration des paturages dans le Nord-
Ouest tunisien (Chekroun & Zouaghi, 2004). Une variété fourragére et pastorale « Faija « a été
créé et sélectionnée a partir d’une population naturelle de trefle souterrain provenant de la
région EL Faija par les chercheurs de ’'INRAT en 2000 (Ben Youssef et al., 2019).

Cette variété (Faija) est adaptée a tout type de sol et a des bioclimats allant du subhumide au
per humide et convient aussi bien en monoculture qu’en associations avec des graminées

annuelles ou pérennes et produit jusqu’a 5 TMS/ha.

Au Maroc, le trefle souterrain a été destiné a la pature dans des prairies temporaires vu son
mode de conduite et sa persistance particulierement importante (Jaritz, 1987), et les prairies

permanentes a base de variétés australiennes et un écotype tunisien dans le Rif central au Nord

12



Etude biométrique, morpho-phénologique et caryologique de plusieurs populations Algériennes
de I'espéce Trifolium subterraneum L.

du Maroc (Batke, 1994). Actuellement, les variétés fourrageres utilisées sont issues de la
sélection directe a partir d'écotypes locaux de tréfle souterrain, exemple de la variété 184
sélectionnée dans la commune de Had Gharbia (Tanger -Tetouan) (Al Faiz, 1999).

En Algérie, le trefle souterrain est spontanément assez commun dans les régions du Tell et dans
les prairies particuliérement, montagnardes (Quézel & Santa, 1962). Dans le Nord- Est algérien,
Issolah et al., (2015) ont rapporté une assez importante adaptation de cette espéce a diverses

conditions écologiques.

Par ailleurs, dans le Nord- Est algérien, le trefle souterrain contribue dans la lutte contre
1’érosion des sols, notamment les terrains en pente sur lesquels il est souvent rencontré (Issolah
etal., 2015).

L’exploitation des intéréts de cette Iégumineuse annuelle (trefle souterrain) pour une agriculture
durable dans I’amélioration des parcours et des paturages en Algérie, nécessite la disponibilité
de quantités importantes en matiére de semences. En fait, la seule tentative de multiplication
de semences de trefle souterrain a été celle menee par Bouazza & Abdelguerfi dans Nord Est
de I’ Algérie (Guelma), qui a consisté a cultiver une variété commerciale australienne (Clare) et
un écotype local sur un paturage (8 - 43 moutons / hectare) pendant trois compagnes agricoles
(1987-1990) (Bouazza & Abdelguerfi, 1995).

Des résultats encourageants ont été enregistrés pour la variété Clare et 1’écotype local avec des
rendements de 180 et 190 kg/ ha, respectivement, et selon lesquelles, Bouazza et Abdelguerfi,
(1995), ont montré que la multiplication de semences de tréfle souterrain et d’autres
Iégumineuses fourragéres comme le medics, est une opération entierement maitrisable en

Algérie.
2.1.2 Autres regions du monde
Au-dela, de ses origines, Frame & Laidlaw (2005), considerent le trefle souterrain, comme un

exemple classique de la fagon dont une espece d'une région du monde s'est révélée extrémement

précieuse pour une autre région.

En Allemagne du sud, Barasel et al., (2018), rapportent que le tréfle souterrain est suffisamment
résistant a I'hiver pour étre cultivé comme plante de couverture hivernale ou comme paillis
vivant pour le blé en culture intercalaire et constitue également, un paillis mort efficace apres

la récolte de blé en été.
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Aux Etats-Unis, le tréfle souterrain est considéré comme la légumineuse de couverture la plus
productive pour les vignobles et les vergers (Pecetti et al., 2007), et a été proposé comme paillis
vivant pour les céréales et légumineuses, particulierement dans les régions chaudes des USA.

En Australie, depuis son introduction et sa naturalisation en 1900, le trefle souterrain est devenu
I’une des cultures les plus courantes notamment, dans le sud de 1'Australie, ou il est cultive sur
8 millions d'hectares en Australie occidentale et 29 millions d'hectares dans le sud de I'Australie
(Nichols et al., 2017).

Le tréfle souterrain est trés apprécié pour 1’élevage, la production de grains, comme source de
fourrage de haute qualité et pour sa capacité a fixer I'azote atmosphérique (Nichols et al., 2013).
Chague année, 1500-3000 t de semences de tréfle souterrain sont certifiées en Australie et une

quantité similaire de semences non certifiées est également produite (Holland, 2012).

L'adaptation du trefle souterrain aux systémes de productions australiens et son succes sont
attribuables a sa persistance et a sa productivité (Nichols et al., 2013). Actuellement, 53
cultivars sont enregistrés en Australie, dont certains sont développés a partir des écotypes
collectés a partir de leurs habitats naturels dans la région méditerranéenne notamment, 1’Italie,
la Greéce, la Turkey, et I’Espagne (Nichols et al., 2013, 2014). La plupart des cultivars récents
sont développés a partir de programmes de sélection menés par DAFWA (Department of
Agriculture and Food, Western Australia) et d’autres au niveau du SARDI (South Australian
Research and Development Institute), en collaboration avec des chercheurs italiens (Nichols et
al., 2017).

Le trefle souterrain constitue avec les médics annuels, les composantes importantes du systeme
"Ley Farming " ; il a considérablement amélioré les productions céréalieres et ovines en
Australie Meridionale (Puckridge & French, 1983 ; Piano & Pecetti, 2010).

Actuellement, le tréfle souterrain est devenu a la base de nombreux paturages permanents ou
semi-permanents dans les zones irriguées et les zones a fortes précipitations, souvent en
mélange avec des graminées vivaces et d'autres légumineuses (Nichols et al., 2017 ; Enkhbat
etal., 2022a). Les paturages de ce tréfle produisent de 6-7 t de MS/ha au début du mois d'octobre
en Australie (Norman et al., 2005).

Au Sud et a I’Ouest de 1’Australie, 1'utilisation de superphosphate avec le tréfle souterrain a
augmenté la fertilité des sols avec une plus grande production animale (Kenny 1984 ; Doyle et

al., 1993), une augmentation des rendements agricoles (Puckridge & French, 1983 ; Zhang &
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Evans, 2004), et une bonne capacité a briser les cycles de vie des ravageurs lorsqu'il est cultivé

dans un systeme de rotation (Howieson et al., 2000b).

En Nouvelle Zélande, les paturages traditionnels a base de ray-gras (Lolium perenne L.) et de
trefle blanc (Trifolium repens L.) sont productifs et persistants dans les zones a forte
pluviométrie (>1200 mm) et aux sols fertiles (Brock & Hay 2001), mais peu fiables dans les
systemes pastoraux des zones séches a faible pluviométrie ou le tréfle souterrain peut prospérer
(Moot, 2012). Actuellement, le tréfle souterrain est promu comme légumineuse de paturage en
zone seche pour fournir des aliments a la fin de I'hiver et au début du printemps avant que le
tréfle blanc pérenne et la luzerne n‘augmentent leur croissance au printemps (Brown et al.,
2006) ; il est le plus largement semé dans les systemes pastoraux Néo-zélandais (Monk et al.,
2016).

Le trefle souterrain convient mieux aux zones arides et peut étre utilisé en combinaison avec
des graminées et des mélanges de paturages (Smetham 2003a ; Ates et al., 2006 ; Oregon State,
2015). Selon Ates (2009), la performance des animaux sur les paturages de terres seches a base

de tréfle souterrain au printemps depasse souvent celle des autres mélanges de paturages.

Mills et al., (2008a) rapportent que les paturages a base de dactyle et de tréfle souterrain
donnaient la plus forte production de poids de moutons au printemps (environ 400-700 kg/ha)
par rapport a d'autres mélanges d'especes de trefle (caucasien, blanc et balansa) ou avec des
paturages a base de ray-grass et de tréfle blanc. Ceci a été principalement attribué a la croissance
printaniére supérieure du tréfle souterrain (Mills et al., 2008a).

Cependant, Il n'y a pas de cultivars commerciaux sélectionnés en Nouvelle-Zélande, les
semences des cultivars du trefle souterrain utilisées sont sélectionnées en Australie continentale
chaude et seche (Lucas et al., 2015 ; Teixeira et al.,2018).

2.2 Caractéristiques de la plante
2.2.1 Croissance

Le développement morphologique du tréfle souterrain de la germination jusqu’au début du

stade plantule est similaire a d'autres especes de tréfle (Thomas, 2003).

La croissance végetative s'effectue de I'hiver jusqu'au début du printemps (Smetham, 2003a).
Physiologiquement, la température est un facteur important qui affecte la croissance et le
développement du trefle souterrain (McWilliam et al., 1970). La plante doit rester végétative

suffisamment longtemps pour maximiser l'accumulation de biomasse tout en laissant
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suffisamment de temps pour la production de graines avant la sénescence de la plante induite

par la secheresse estivale (Nichols et al., 2013) (Fig.3)

Figure 3. Principaux stades de développement végétatif et reproductif de I’espéce Trifolium subterraneum L. A
(Stades végétatifs) : V1 ; V2 ; V3 ; VR, germination des graines et apparition des deux cotylédones, premiére feuille simple,
premiere feuilles composée, apparition successive des trifoliées (stade rosette), apparition des ramifications, successivement.
B (Stades de reproduction : floraison et formations des gousses) : R1; R2 ; R4 ; R5 : apparition du bouton floral a ’aisselle
de la feuille et développement de la premiére fleur bien visible et individualisée, R6 ; R7 ; R8 ; R9 ; R10 : initiation du
géotropisme positif et début de formation des infrutescences blanches immatures contenant par la suite des gousses vertes,
R11; R12 : début et maturité complete des infrutescences (changement de couleur du vert au marron) (Teixeira, 2019).

La réussite de I’installation et la persistance ultérieure du trefle souterrain dependent de la
germination des graines semées ou provenant de la banque de graines qui se produit
normalement pendant les mois d'automne. Si I'humidité est disponible, la température est le
principal facteur qui contrdle le pourcentage et le taux de germination des graines (Teixeira et
al., 2019).

Les graines germent et produisent deux grands cotylédons charnus et une radicule forte (Frame
et al., 1998). La plantule forme rapidement une racine pivotante centrale avec de nombreuses

racines de soutien fibreuses et développe 1 a 20 tiges prostrées et non enracinées pendant le
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printemps, cela varie en fonction du niveau de concurrence de la végétation environnante
(Smetham, 2003a).

Comme les autres legumineuses, les graines du tréfle souterrain peuvent étre soit dures
(généralement > 90%), soit possédant une dormance embryonnaire apres la récolte d'une durée
plus ou moins longue, ou les deux (Taylor, 2005). Le retard dans la germination causé par une

de ces fonctions, présente une grande importance agronomique (Taylor, 2005).

Le mécanisme de dureté des téguments peut empécher la germination des plantes pendant une
période de temps variant de quelques semaines a plusieurs années apres maturation (Taylor et
al., 1984).

Selon Quinlivan & Nichol (1971), ce mécanisme permet au tréfle souterrain de persister dans
un environnement ou la production de semences adéquate n'a pas €été atteinte ou des semis ont

été perdus a cause de la sécheresse ou des prédateurs.

Le mécanisme de dureté des téguments peut favoriser la persévérance aux plantes poussant dans
des zones climatiques ou il y a suffisamment de pluies d'été pour faciliter la germination, mais
insuffisantes pour soutenir la croissance des semis en automne et en hiver (Smetham, 2003a).
La dureté des téguments assure également la régénération des paturages aprés la phase de

culture dans le systéme ley farming (Taylor, 2005 ; Nichols et al.,2012).

Une variation génétique a été largement rapportée concernant la dureté des semences chez le
trefle souterrain (Aitken, 1939 ; Loftus Hills, 1944b ; Nichols et al., 1996, 2009 a, 2012 ;
Norman et al., 2006 ; Piano et al., 1996 ; Pecetti & Piano, 2002).

Nichols et al. (2013) rapportent que les variétés adaptées a des environnements pluviométriques
faibles et peu fiables nécessitent des niveaux résiduels de graines dures plus élevés que celles

adaptées a des environnements pluviométriques plus favorables.

Dans le méme contexte, Piano et al. (1996) ont signalé une corrélation négative entre la dureté
des semences et la pluviométrie annuelle moyenne des sites de collecte des populations

italiennes de tréfle souterrain.

Une autre caractéristique importante des semences de tréfle souterrain est la dormance
embryonnaire, contrairement a I’endurcissement, la dormance embryonnaire n'est pas

influencée par la perméabilité du tégument (Kendall & Stringer, 1985).
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C’est un caractére transitoire dépendant de la température qui sert a protéger les graines
nouvellement mires de la germination prématurée avant qu'elles n’aient complétement
développé leur dureté et empéche également la germination des graines molles sous des

températures élevées en été et en automne (Taylor, 1970 ; Gladstones, 1987).

La dormance embryonnaire est plus élevée a la maturité et diminue avec I'age a des taux qui
différent selon le génotype et les conditions environnementales dominantes (Taylor, 1970 ;
Gladstones, 1987).

Selon Quinlivan & Nicol (1971), la dormance embryonnaire de trefle souterrain est interrompue
principalement par des températures chaudes pendant I'été dans des conditions de terrain ou en

laboratoire par des traitements de température.

Plusieurs études ont rapporté des variations génétiques de la dormance embryonnaire chez
certains cultivars de trefle souterrain (Loftus Hills 1944b ; Morley, 1958 ; Taylor, 1970 ;
Gladstones, 1987 ; Evans & Smith, 1999). Toutefois, la sélection active pour la dormance
embryonnaire n'a pas été effectuée a ce jour en raison de I'absence d'un consensus sur son

importance et d'une technique de dépistage rapide (Nichols et al., 2013).

2.2.2 Reproduction

Cette phase du cycle de vie du trefle souterrain commence avec le début de la floraison et se
termine avec la production de semences (Kendall & Stringer, 1985). La floraison aura lieu au
printemps (Mars -Mai), ceci permet aux graines de murir avant le stress hydrique qui freine la

croissance des plantes.

Le début de la floraison constitue un déterminant essentiel de la production de graines et du
succes du tréfle souterrain avant I'apparition de conditions seches pendant les mois d'été
(Smetham et al., 1994). Rossiter (1959) a rapporté une forte relation entre le rendement en

graines et le nombre de jours nécessaires a 1’apparition de la premiére fleur.

Le trefle souterrain est autogame et cléistogame ; en raison de son autogamie presque compléte
(par le biais d'un méecanisme cléistogamie), les populations naturelles du tréfle souterrain sont
essentiellement composées par des mélanges de lignées pures, I’allogamie est extrémement rare

et ne se produit qu’accidentellement (Katznelson, 1974 In Pecetti & Piano, 2002).

Le tréfle souterrain étant une plante a jours long, le taux de développement vers la reproduction

s'accelere dans les photopériodes longues, ce qui régule encore le contréle du temps de floraison
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par la température (Pecetti & Piano, 2002 ; Smetham et al., 1994). Il existe une grande
variabilité de périodes de floraison parmi les cultivars de tréfle souterrain (Dear & Sandral,
1997).

Avec I’augmentation de la durée du jour, trois a cing fleurons apparaissent sur le pédoncule de
chaque aisselle des feuilles. Genéralement, un ou deux ovules fécondés se développent dans

chaque inflorescence (Smetham, 2003a).

Aussitét apres la floraison I'apex du pédoncule floral présente un géotropisme positif, ensuite
les calices de fleurs stériles développent une sorte de sucoir et enveloppent totalement les
gousses fertiles, trois a quatre uni-graine par gousse. Ces dernieres forment une infrutescence

globuleuse généralement appelée « glomérule ou bavure », qui s’enterre superficiellement dans

le sol (Smetham, 2003a).
2.2.3 Maturité

Dans un climat méditerranéen, au debut du printemps-été, la sécheresse met fin au cycle de
croissance des légumineuses annuelles d'auto-réensemencement. La capacité d'enterrer les

bavures porteuses de graines est un trait distinctif du trefle souterrain (Nichols et al.,1996).

L'enterrement des bavures se produit lorsque la graine mdrit ; il facilite la survie des semences
d'année en année (Taylor et al.,1988), protége la graine en développement contre les effets
néfastes des températures élevées et faible humidité et offre un régime d’humidité plus
favorable (Yates, 1957) ; il constitue également, une sorte de protection contre I'ingestion par
les animaux au paturage (McGuire, 1985).

Les bavures enterrées sont également plus grosses que celles laissées a la surface du sol,
contiennent plus de graines et également des graines plus grosses qui ont une viabilité

supérieure, et ont tendance a produire plus de graines dures (Frame et al., 1998).

Selon Yates (1958), I’enterrement des graines plus lourdes et plus viables, et plus d’une graine
par bavures donne un rendement plus élevé en particulier, chez les variétés a floraison précoce.
L'absence d'enfouissement a un effet néfaste sur le nombre total d’infrutescences par plante, le
nombre de graines par infrutescence, le poids des graines individuelles, le rendement total des
graines et la viabilité des graines, (Yates, 1958 ; Collins et al., 1976 ; Bolland & Collins, 1986).

L'effet étant plus important chez la ssp. subterraneum par rapport a la ssp. brachycalycinum

(Pecetti & Piano, 1995). Les bavures non enterrées tendent a avoir des niveaux initiaux de
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graines dures plus faibles (Collins et al., 1976 ; Slattery 1981) et des taux plus rapides de
ramollissement des graines (Quinlivan et Francis, 1971 ; Collins et al., 1976 ; Slattery, 1981 ;
Taylor, 1984 ; Taylor & Ewing, 1988). Cependant, certaines études limitées suggérent des
niveaux de dormance embryonnaire plus élevés dans les semences provenant des bavures non

enterrées (Collins et al., 1976).

Les différences dans la capacité d'enfouissement des bavures sont évidentes entre les sous
espéces subterraneum et brachycalycinum (Francis et al., 1971 ; Pecetti & Piano, 1995). La
ssp. subterraneum est un « vrai enfouisseur» et a simple pénétration dans le sol par les
pédoncules courts et forts, facilement réalisée lorsque la surface du sol est humide et doux, mais
elle peut étre limitée ou interdit lorsque le sol se durcit (Morley & Katznelson, 1965 In Pecetti
& Piano, 2002). A l'inverse, le pedoncule mince de la ssp. brachycalycinum n'est pas en mesure
d'exercer une forte pression sur la surface. Par conséquent, il s'allonge jusqu'a ce qu'il trouve
une fissure du sol ou un petit abri, ce qui permet le développement de la bavure, méme dans les
sols lourds et durs (Bolland, 1987).

Des études écologiques sur les populations naturelles du tréfle souterrain, ont montré que les
populations italiennes de la ssp. subterraneum sont invariablement plus précoces que les
populations de la ssp. brachycalycinum provenant des mémes sites d'origine (Piano, 1984 ;
Piano et al., 1993). Cela a été expliqué par les différences entre les mécanismes d'enfouissement
des bavures entre les sous-especes, la précocité relative étant plus importante chez la ssp.
subterraneum pour permettre I'enfouissement des bavures lorsque le sol retient suffisamment
d'’humidité pour y pénétrer (Katznelson & Morley, 1965b In Nichols, 2004 ; Katznelson, 1974
In Nichols, 2004).

Le tréfle souterrain « meurt » naturellement en début d'été, en mai ou juin, apreés la formation
des graines en laissant le sol couvert d’une paille seche. Il est relativement difficile de le
« tuer » sans un travail profond du sol avant le stade de la mi-floraison (Creamer et al., 2002).
Les semences enterrées dans le sol, possédent une dureté tégumentaire initiale forte réduisant
les risques de germinations en cas d’orage estival. Cette dureté se leéve progressivement
permettant la germination automnale (Smetham, 2003a). Cependant, un certain nombre de
graines garde une dureté résiduelle et se conserve dans le sol assurant la pérennité de la

population en cas de destruction accidentelle, formant une banque de semences (Masson, 1997).
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2.2.4 Isoflavones oestrogéniques et toxicité

Les feuilles fraiches de tréfle souterrain contiennent les composés isoflavones
formononétine,génistéine et biochanine A, réputées induire des anomalies de la reproduction
chez les animaux de paturage. Ce sont les agents responsables de I'hyperplasie glandulaire
kystique chez les ovins (Cox & Braden, 1974), plus communément appelée " maladie du trefle

", décrite pour la premiére fois par Bennetts et al., (1946).

Ces troubles provoquent de graves baisses de fertilité chez les ovins et des intoxications lorsque
de grandes quantités d’herbes sont ingérées contenant des niveaux ¢élevés d'isoflavones avec

une activité oestrogénique, en raison d'effets cumulatifs (Marshall et al.,1974).

L'infertilité permanente résulte d'une exposition continue aux paturages cestrogéniques, alors
que l'infertilité temporaire survient lorsque les brebis broutent des paturages hautement

cestrogéniques au moment de 1’accouplement (Nichols et al., 1996).

La formononétine est la principale cause de la maladie du tréfle, la génistéine et la biochanine
A étant de moindre importance (Millington et al., 1964). Paradoxalement, la formononétine
n'est pas cestrogénique en soi, mais se décompose rapidement dans le rumen en composés
cestrogéniques, en particulier en équol (Braden et al., 1967 ; Shutt & Braden, 1968).
Inversement, la génistéine et la biochanine A, sont elles-mémes oestrogéniques, mais se
dégradent rapidement dans le rumen, principalement en p-éthyl-phénol, un composé non

oestrogénique (Davies et al., 1970).

Les niveaux des isoflavones sont plus élevés dans les feuilles nouvellement ouvertes et ont
tendance a diminuer avec I'age des feuilles et des plantes (Spanu et al., 1993), mais l'activité est
présente dans toutes les parties de la plante sauf les graines (Francis & Millington, 1965a). Ces
niveaux diminuent au cours de la production de graines jusqu'a de tres faibles niveaux a la
sénescence (Collins & Cox 1984). Le tréfle souterrain vert fraichement coupé et rapidement
séché (y compris le foin séché au champ) peut conserver une grande partie de son pouvoir

cestrogene (Smith et al., 1986).

Collins et Cox (1984) et Davies (1986) suggérent que les niveaux de formononétine <0,3 %
(sur la base du poids sec des feuilles) sont ** sdrs " pour la reproduction des moutons. Certains
cultivars australiens plus anciens contiennent des niveaux élevés, mais actuellement, tous les

cultivars plus récents ont été sélectionnés avec des niveaux de formononétine < 0,2 % de la
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matiére seche. Aucun cultivar n'a été mis sur le marché depuis 1982 avec des niveaux supérieurs
a cette valeur (Nichols et al., 2013, 2017).

Plusieurs études ont rapporté des variations genétiques entre les sous especes tréfle souterrain

quant aux niveaux de chaque isoflavone et les proportions relatives entre elles (Piano et al.,
1993 ; Spanu et al., 1993 ; Tava et al., 2006). Les populations de ssp. brachycalycinum ont
tendance a avoir un modeéle distinctif de faible teneur en formononétine et en biochanine A, et
une teneur élevée en génistéine (Piano et al., 1993), bien que les populations de ssp.
brachycalycinum de Sicile ne différent pas de ssp. subterraneum pour la teneur en génistéine
(Spanu et al., 1993).

Il existe des conjectures quant a 1I’importance écologique des isoflavones. Rossiter (1974) a
signalé la préférence des moutons vis a vis des souches a faible teneur en formononétine. En
revanche, Dunlop & Thorn (1984) suggérent que des niveaux élevés de formononétine

réduisent I'appétence et augmentent la compétitivité des plantes.

Toutefois, Dunlop (1986) et Colebrook et al. (1990) ont montré qu’aucun lien n’existe entre
I'appétence et la formononetine. L'étude de diverses populations en ségrégation de tréfle
souterrain n’a montré aucune selection naturelle pour des teneurs élevées en formononétine
(Nichols et al., 2009a).

2.3 Origine biogéographique et aire de culture

Le trefle souterrain (Trifolium subterraneum) est originaire du bassin méditerranéen, de I'Asie
de I'Ouest et de la cote atlantique de I'Europe de I'Ouest (Gladstones & Collins, 1983 ; Zohary
& Heller, 1984) (Fig.4).

Les principales régions ou le tréfle souterrain est naturellement présent sont : la Turquie,
I’Espagne, le Portugal, I’Italie, la Grece, la Baltique autour de la mer Caspienne, la Palestine,
Syrie, I’Ethiopie, I’ Afghanistan, les pays voisins d'Extréme-Orient, les Tles de la Méditerranee,
I’ Afrique du Nord (Smetham, 2003a). Selon Masson (1997), le tréfle souterrain est également
présent dans les régions a climat méditerranéen marginal, dans les landes a la pointe de la

Bretagne Nord, et a I’Ouest de la France.

Le trefle souterrain est adapté aux zones ou les étés sont chauds et secs et les hivers humides
avec des precipitations annuelles de 350-700 mm (Frame et al., 1998), ou aux pentes des
collines avec un aspect ensoleillé et des précipitations effectives plus faibles (Kemp et al.,
2004).
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Figure 4. Répartition naturelle du trefle souterrain dans la région méditerranéenne et les régions voisines plus
tempérées. Sa répartition naturelle est illustrée par les zones ombragées (Collin et al.,1996).

by

Le trefle souterrain a été également introduit et cultivé dans d'autres pays a climat
méditerranéen, notamment 1’ Afrique du Sud, le Chili, I’Argentine, la cdte Ouest et le golfe du
Mexique, ainsi que certaines régions de la Nouvelle-Zélande et de I'Uruguay (McGuire, 1985 ;
Cocks & Bennett, 1999 ; Smetham, 2003a ; Sulas, 2005 ; Ates, 2009).

Aux Etats-Unis, le tréfle souterrain a été introduit vers 1921 (McGuire, 1985), et est largement
utilisé et naturalisé sur la cote Ouest de la Colombie-Britannique au sud de la Californie, ainsi
que sur la cote Est et dans le sud-Est (Clark, 2007).

En Australie, I’introduction du trefle souterrain était accidentelle avec les premiers colons de
I'Europe au XIXe siecle, comme contaminant de semences agricoles ou des fourrages importés
du Royaume-Uni et d'Europe continentale (Gladstones,1966 ; Nichols et al., 2013). Selon ces
mémes auteurs, le tréfle souterrain a été domestiqué principalement par des chercheurs
australiens en 1896, et il est rapidement devenu le trefle annuel le plus important dans les
régions tempérées de I'Australie (Gladstone, 1966 ; Nichols et al., 2013).

2.4 Description botanique

Le trefle souterrain est une plante herbacée, annuelle, mollement velue, de 5- 15 cm de haut,
généralement a port prostré. Elle présente une racine pivotante centrale avec de nombreuses
racines fibreuses de soutien, & développement prostré, ne présentant pas d’enracinement
adventif au printemps (McGuire, 1985) (Fig.5).
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Les feuilles sont généralement en forme de cceur, alternes, longuement pétiolées, pubescentes
sur les deux faces. Elles sont trifoliées, triangulaires a obcordées, finement dentées. Les stipules
sont petites et pointues, variant en pilosité et couleur des bandes, qui varie du vert pale au rouge,
avec quelques différences morphologiques entre les principaux sous-especes et cultivars
(Frame et al., 1998).

Les inflorescences sont des racémes capituliformes, trés laches sur un pédoncule axillaire plus
long que la feuille, comprenant 8 & 10 fleurs stériles, réduites au calice, apparaissant apres la
floraison et entourant 2 a 6 fleurs fertiles longues. Le calice présente des dents subégales,
filiformes, ciliées, a tube glabre, renflé a maturité. La corolle est blanche a blanc (McGuire,
1985).

Les fruits sont des gousses globuleuses souterraines contenant une seule graine plus ou moins
réniforme, ovale, avec hile prononcé. Ces gousses sont enfermées dans des infrutescences
globuleuses (bavures), qui sont ensuite partiellement ou totalement enfouies dans le sol ou les
graines marissent. Le nombre de gousses par infrutescence est considéré comme étant une

caractéristique spécifique et variétale (Frame et al., 1998).

Figure 5. Morphologie et caractéristiques des
différentes parties de la plante de tréfle
souterrain. A : plante entiére en pleine
floraison (photo prise par Bouziane Zahira,
2014). B, C, D et E : feuilles, stipules, fleurs
et infrutescence (McGuire, 1985).
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Katznelson & Morley (1965b In Nichols et al., 2013), rapportent des différences

morphologiques trés remarquables et discernables entre les trois sous espéces de T.

subterraneum, dont les principales sont résumées dans le tableau 3.

Tableau 3. Caractéristiques morphologiques distinctives des trois sous-especes de Trifolium
subterraneum (Katznelson & Morley 1965b In Nichols et al., 2013).

Caractéristiques

ssp. subterraneum

ssp. yanninicum

ssp. brachycalycinum

Pubescence de la tige et de la
face supérieure de la feuille

Pédoncule

Fleurs

Pigmentation du tube
du calice

Couverture des gousses
par le calice

Gousse
Forme du grain

Couleur du grain

Glabre a pubescent

Géotropisme fort,
enfouissement actif des
bavures

Corolle de longueur
similaire au calice

Aucune a l'ensemble du
tube

Verticilles denses couvrant
la totalité ou la majeure
partie de la gousse

Mince et cassante
Rond & Iégérement ovoide

Noir ou violet foncé, parfois
créme a ambre

Glabre

Géotropisme fort,
enfouissement actif des
bavures

Corolle de longueur
similaire au calice

Aucune a l'extrémité
proximale du tube

Peu de verticilles couvrant
la totalité ou la majeure
partie de la gousse

Cuir et plissé
transversalement

Rond & Iégérement ovoide

Généralement créme a
ambre

Glabre a pubescent

Géotropisme faible,
pédoncules longs, minces,
peu ou pas
d'enfouissement.
Corolle jusqu'a deux fois
plus longue que le calice.

Aucune

Verticilles denses
recouvrant la base jusqu'au
tiers inférieur de la gousse

Mince et cassante

Aplati avec lentille
proéminente

Noir ou violet foncé,
parfois créme & ambre

Les caractéristiques des fleurs et des grains (couleur et forme), sont les plus faciles a utiliser

pour distinguer les trois sous espéces (Nichols et al., 1996) (Fig.6).

2016).

Figure 6. Caractéristiques des fleurs et
des graines chez les trois sous espéces de
Trifolium subterraneum : A et B: ssp.
subterraneum ; C et D : ssp. yanninicum,
E et F : ssp. brachycalycinum (Lucas et al.,
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2.5 Taxonomie

Le tréfle souterrain a été inclut dans le genre Trifolium par Linnaeus, dans sa classification
végétale de 1753 « Species Plantarum » (Nichols, 2004). Selon Zohary & Heller (1984) et

Ellison et al., (2006), Trifolium subterraneum, suit la classification suivante :

Famille : Fabaceae
Genre : Trifolium
Section : Trichocephalum

Espéce : subterraneum L.
2.5.1 Classification infraspécifique et débat

La flore de I’ Afrique du Nord et notamment de 1’ Algérie, a connu plusieurs révisions et mises
a jour nomenclaturales afin de préciser la validité des noms scientifiques des différents taxa.
C’est également le cas de ’espece Trifolium subterraneum. Cette derniére était toujours décrite
dans les anciennes flores (Battendier & Trabut ,1884 ; Quezel & Santa, 1962), sous le nom «

Trifolium. subterraneum L. ».

Cependant, la classification infraspécifique de cette espéce a provoqué un grand litige, du fait
qu’elle constitue un complexe hétérogeéne. Hutton & Peak (1954) et Morley et al., (1956) ont
observé des différences de fertilité entre certaines combinaisons de génotypes de tréfle

souterrain.

A partir des données morphologiques, génétiques et cytogénétiques, (Katznelson et Morley
1965a,1965b In Nichols et al., 2013) ont décrit trois sous-especes : subterraneum, yanninicum,

brachycalycinum.

Plus tard, Katznelson (1974 In Nichols et al., 2013) a suggéré que les taxons subterraneum,
yanninicum et brachycalycinum étaient des especes en raison de leur distinction morphologique

et de leur isolement génétique apparent par de fortes barrieres de stérilité.

Dans leur monographie sur le genre Trifolium, Zohary & Heller (1984), considerent T.
subterraneum comme une seule espece répartie en huit variétés botaniques : subterraneum,
yanninicum, brachycalycinum, brachycladum, majurculum, graecum, oxaloides et

flagelliforme.
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Selon Nichols (2004), cette classification de I’espéce en variétés botaniques semble reposer en
grande partie sur des différences quantitatives plutdt que qualitatives, et qu’il existe également
un risque de confusion, car le terme " variété " est un terme courant pour désigner le génotype

dans la littérature agronomique.

Falistocco et al., (1987), en s'appuyant sur les caryotypes, s'opposent a cette classification et
confirment la classification de Katznelson et Morley (1965b In Nichols et al., 2013) en trois

SOUS-esSpeces.

Les trois sous especes reconnus (subterraneum, brachycalycinum, yanninicum), sont assez
identifiables par leurs morpho-physiologies, leurs caryotypes, leurs isozymes, leurs
polymorphismes pour les marqueurs moléculaires (Piluzza et al., 2005), et leurs préférences
édaphiques (Piano et al., 1982 ; Nichols et al., 2007b).

Plusieurs auteurs, dont Cocks (1992), Nichols et al., (1996, 2009a, 2012, 2013), Piano et al.,
(1996), Pecetti & Piano (2002), Piluzza et al., (2005), Ghamkhar et al., (2015), ont adopté cette

classification en trois sous espéeces.

Suite a de récentes données de phylogénie moléculaire, I’appellation de T. subterraneum et ses
taxons infraspécifiques ont subi des changements nomenclaturaux et taxinomiques dans

différentes bases de données (Tab.4), telles que :

* L’Euro-Med Plant Database, affiliée au Word Chechlist, se focalisant sur les plantes de la

région Euro-Méditerranéenne.

e La base de données de I’Afrique du Nord « ISFAN » : Index Synonymique et
Bibliographique de la Flore de I’ Afrique du Nord (Dobignard & Chatelain (2010-2013), créee
par les Conservatoires et Jardins botaniques de la Ville de Geneve en collaboration avec South
African National Biodiversity Institute (SANBI), Tela Botanica et le Missouri Botanical
Garden. Cette base de données constitue une partie de la base de données des plantes d’ Afrique

« Africain Plant Database ».
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Tableau 4. Synonymes des homs de Trifolium subterraneum L., et ses sous espéces en Afrique du Nord
dans les trois bases de données.

subterraneum L.

subterraneum (L.)
C.Presl

=T. subterraneum
var. brachycladum Gibelli
& Belli (1893)
=T. subterraneum
var. longipes H. Gay
(1889)

Euro-Med Africain Plant Database | ISFAN (Référentiel de
Taxons Database (2006, (Consulté le 24 Awvril Dobignard &
consulté le 30 Avril 2019 et 23 Mars 2022) Chatelain, 2010-2013)
2019) (Consulté le 24 Auvril
2019)
Synonymes
= T.subterraneum. var
subterraneum
=T. subterraneum L.
subsp.subterraneum
= T.oxaloides Bunge ex | Trifolium subterraneum
Trifolium Calycomorphum Nyman var. longipes H.Gay

Taxa infra- spécifiques (Afrique

du Nord)

T. subterraneum
subsp.subterraneum
T. subterraneum
subsp. oxaloides Bunge
ex Nyman (1878)

T. subterraneum
var. subterraneum
T. subterraneum L. subsp.
subterraneum
T. subterraneum
subsp. oxaloides Bunge ex
Nyman (1878)

T. subterraneum
subsp.subterraneum
T. subterraneum
subsp. oxaloides Bunge ex
Nyman (1878)

T. subterraneum
subsp.subterraneum

Synonymes

T. subterraneum
subsp.subterraneum

= T.subterraneum. L.
= T.subterraneum. var
subterraneum
=T. subterraneum
var. brachycladum Gibelli
& Belli (1893)

T. subterraneum
var. brachycladum Gibelli
& Belli (1893)

T.subterraneum
subsp.oxaloides
Bunge ex Nyman

Trifolium subterraneum
subsp. brachycalycinum
Katzn. & Morley

= T. subterraneum
subsp. brachycalycinum
Katzn. & Morley (1965)
= T. subterraneum
var. flagelliforme Gauss.
(1854)

T. subterraneum
subsp. brachycalycinum
Katzn. & Morley (1965)

=T. subterraneum
var. flagelliforme Gauss.
(1854)

= (synonyme homotypique ou nomenclatural), = (synonyme hétérotypique ou taxinomique). ISFAN : index synonymique et
bibliographique de la flore de I’ Afrique du Nord (Dobignard & Chatelain, 2010-2013).

En Algerie, selon la plus récente subdivision infra spécifique de Dobignard & Chatelain (2012)

et la nouvelle flore du Maghreb (eflore) (In Chatelain et al., 2018), 1’espéce Trifolium

subterraneum est représentée par deux sous especes : subterraneum et oxaloides.
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2.5.2 Répartition et adaptation infra spécifique

Du fait de sa subdivision en trois sous espéces (subterraneum, brachycalycinum et yanninicum),
le trefle souterrain existe dans une gamme de conditions climatiques et pédologiques (Ellison
et al., 2006).

La répartition naturelle des trois sous especes de tréfle souterrain, est largement déterminée par
les facteurs édaphiques (Francis & Devitt, 1969 ; Piano et al., 1982 ; Nichols et al., 2007b).

Les sous espéeces subterraneum et yanninicum, conviennent mieux aux sols modérément acides
de pH (CaCly) 4,2-7,0. La ssp. subterraneum est bien adaptée aux sols bien drainés, tandis que
ssp. yanninicum préfere les sols mal drainés ou ceux a forte capacité de rétention d'eau (Costello
& Costello, 2003).

La sous-espéce brachycalycinum est par contre, mieux adaptée aux sols alcalins neutres et bien
drainés de pH (CaCl>) 6,5-8,5, contenant des fissures ou des pierres pour le développement des
bavures (Nichols et al., 2013).

Cependant, Ghamkhar et al. (2015), dans leur étude portant sur une collection mondiale
constituée de 5184 accessions prélevées au niveau des habitats naturels de 1’espéce
T.subterraneum, suggérent une fourchette de pH (H20) du sol pour leur croissance dans la
région méditerranéenne allant de 5-7 pour ssp. subterraneum et 6-8,5 pour les sous especes

brachycalycinum et yanninicum.

Nichols et al. (2013) et Ghamkhar et al. (2015), indiquent que les sous especes subterraneum
et brachycalycinum sont largement présentes dans toute la région méditerranéenne. La sous
espéce subterraneum est répartie sur une large gamme de latitudes, de températures annuelles
moyennes (3,7 - 27,3 °C), de précipitations annuelles (<100 m - 1540 mm), et d’altitude
variables (0- 2940 m) (Ghamkhar et al., 2015), tandis que la sous espéce yanninicum était la
plus restreinte. Celle-ci (yanninicum), a tendance a se limiter aux sites sujets a lI'engorgement
hivernal (Nichols et al., 2013).

En outre, Ghamkhar et al. (2015) ont identifié sept points chauds de diversité pour la sous
espéce subterraneum lors de 1’étude de la méme collection mondiale et de la prise en compte
des variables éco-geographiques des sites de collecte : Ouest de I'Espagne, Ouest de la France,
Nord du Maroc, Nord de la Tunisie, Sardaigne, Sud de I'ltalie (y compris la Sicile), Sud de la

Turquie.
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L'Ouest de I'Espagne, la Sardaigne, le Nord-est de la Grece continentale et I'ouest de la Turquie

sont des points chauds pour la sous espece brachycalycinum (Ghamkhar et al., 2015).

La sous espéce yanninicum présente des points chauds en Sardaigne, Grece du Nord-Ouest et
I'Ouest de la Turquie (Ghamkhar et al., 2015).

Selon ces mémes auteurs, la France, I'ltalie, I'Espagne et le Maroc, constituent les principaux
points chauds ou les centres de diversification du tréfle souterrain dans son ensemble
(Ghamkhar et al., 2015).

En Algérie, plusieurs populations correspondant a la sous espece subterraneum, ont été
rencontrées dans les régions du Nord-Est du pays, sur des sols non salins et calcaires, aux
textures diverses et a pH variable (6,46 — 8,64) (Issolah et al., 2015).
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1. Matériel végétal

Le matériel vegétal est issu d’une prospection effectuée en 2010, par I’Institut National de la
Recherche Agronomique d’Algérie (INRAA) (Issolah et al., 2015). Vingt-six (26) populations
naturelles de tréfle souterrain (Trifolium subterraneum L.), collectées dans différentes régions
éco-geographiques du Nord-Est de 1’ Algérie, ont fait I’objet de cette étude (Tab.5 ; Fig. 7).

Tableau 5. Liste des populations naturelles de Trefle souterrain collectées dans le Nord-Est de
1’ Algérie et caractéristiques écologiques des habitats naturels.

N° populations Origine Altitude (m) Pluviométrie (mm)
2/10 Guelma 530 600
3/10 Guelma 570 600
4/10 Guelma 660 600
6/10 Guelma 625 537
7/10 Guelma 230 500
10/10 Guelma 640 650
11/10 Guelma 820 650
12/10 Guelma 170 600
13/10 Guelma 200 558
16/10 Guelma 530 558
17/10 Guelma 530 558
18/10 El Tarf 610 661
19/10 El Tarf 665 661
20/10 El Tarf 555 661
21/10 Souk Ahras 585 800
22/10 Souk Ahras 950 800
23/10 Souk Ahras 1040 700
24/10 Souk Ahras 810 700
25/10 Souk Ahras 800 900
26/10 Souk Ahras 1110 700
27/10 Souk Ahras 740 700
29/10 Guelma 430 550
33/10 Skikda 110 562
37/10 Constantine 380 700
38/10 Skikda 410 609
39/10 Skikda 560 845

Source : Issolah et al., (2015)

31



Etude biométrique, morpho-phénologique et caryologique de plusieurs populations Algériennes de
I'espéce Trifolium subterraneum L.

/

SKIKDA EL TARF

CONSTANTINE

Figure 7. Localisation géographique des sites de collecte des populations naturelles de
I’espece Trifolium subterraneum L. dans le Nord-Est de 1’ Algérie.

2. Méthodes

2.1 Etude morpho-phénologique et biométrique

2.1.1 Description du site expérimental

L’essai a été installé a la station expérimentale Mehdi Boualem (Baraki) de INRAA, située au
Nord- Est de la wilaya d’Alger, a une altitude de 18 m et a 36, 68° N et 3°,10°E. Cette zone est
caractérisée par un climat subhumide avec une pluviométrie annuelle de 517.6 mm (2013-
2014). Les données climatiques correspondant aux températures et a la pluviométrie durant la

campagne agricole 2013/2014, ont été recueillies a la station météorologique de Mehdi
Boualem (INRAA) (Tab.6).

Tableau 6. Donneées climatiques relatives a la station Mehdi Boualem-Baraki (INRAA, Alger) durant
I’année de ’essai (2013/2014).

Mois Précipitations (mm) Températures (°C)
m (°C) M (°C)
Septembre 17.8 16.0 33.0
Octobre 9.8 12.2 36.8
Novembre 196.8 3.8 27.6
Décembre 123.8 2.7 21.8
Janvier 85 2.8 24.1
Février 6.4 1.9 27.8
Mars 2.2 3.6 25
Avril 17.4 7.2 30
Mai 6.8 6.8 29.3
Juin 9.8 13.1 34.9
Juillet 1.8 15.2 38.3
Année Cumul=517.6 Moyenne=7.76 Moyenne= 29.82

Source : Station météorologique de Mehdi Boualem (INRAA, Baraki- Alger)
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2.1.2 Conditions générales de la parcelle

=  Précédent cultural

Le précédent cultural est une culture de graminées (blé dur).

* Travail du sol
Un labour a la charrue a disque a été réalisé, suivi d’un passage au cover crop au mois de
Septembre (2013). Par la suite, un deuxieme passage a la charrue a disque a été realisé le mois
d’octobre afin d’obtenir un lit de semence favorable.

= Fumure
Pour enrichir le sol, 75 unités d’engrais NPK ont été réparties au niveau de la parcelle.

= Caractéristiques pédologiques de la parcelle

La parcelle est caractérisée par un sol de texture Argilo- limoneuse et un pH alcalin (7.80)

(Tab.7).

Tableau 7. Résultats des analyses du sol de la parcelle de I’essai.

Granulométrie
Parametres
S S < pH CE N P205 K Calcaire
@ s Py (dS/m) | total | Assimi- Assimi- MO total
i) = 9 (%) lable lable (%) | CaCO3
Profondeur < - o (ppm) | (MEQq/100 g) (%)
0-25cm 45.35 4481 7.98 7.87 0.17 0.12 68.67 0.77 2.02 0.73
25-55cm 48.5 44,72 7.77 17.77 0.17 0.095 68.67 0.46 1.49 0.48
>55 cm 51.89 44.2 7.8 7.80 0.17 0.08 27.92 0.46 0.69 0.8

Source : Laboratoire des sols de la station Mehdi Boualem (INRAA, Baraki-Alger)

2.1.3 Mise en place de I’essai

e Semis
Les graines scarifiées (papier verre) de chacune des vingt-six (26) populations naturelles de
trefle souterrain ont été semées manuellement le 9 décembre 2013 (station de Mehdi Boualem-
INRAA), a raison de trente (30) individus par population, espacés de 1,5 m. Les populations
sont également séparées les unes des autres de 1,5 m (Fig.8). Le dispositif expérimental est en

blocs aléatoires complets, avec trois répétitions.
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e Désherbage

Pour faciliter le suivi du developpement des plantes de trefle souterrain, un désherbage manuel
et mécanique a I’aide d’un motoculteur a été fréquemment effectué afin d’éviter la concurrence

des populations avec les mauvaises herbes.

Figure 8. Semis de plusieurs populations de Trifolium subterraneum au niveau de la station
expérimentale de Mehdi Boualem -Baraki (Photo prise par Bouziane Zahira, INRAA-2013).

2.1.4 Caracteres étudiés

En premier lieu, une étude biométrique a été réalisée sur chacune des vingt-six (26) populations

meéres (GO) prospectées au niveau des habitats naturels.

Pour chaque population, trente infrutescences (30 individus par population) ont été prises
aléatoirement sur lesquels dix (10) caracteéres relatifs aux infrutescences, gousses, et graines ont
été mesurés : poids de 30 infrutescences (PIF0)(g) ; taille des infrutescences (cm) : longueur
(LIFo) et largeur (I11F0) ; nombre moyen de gousses par infrutescence (NGS0) ; nombre moyen
de grains par infrutescence (NGRO0) ; nombre moyen de graines par gousse (NGGO) ; rapport
poids des graines sur le poids des infrutescences (RGI0) ; poids de mille grains (PMGo0)(q) ;
taille des graines (mm) : longueur (LGRO) et largeur (IGR0).

Concernant la taille des graines, nous avons également considéré les moyennes (longueur et

largeur) de trois graines par infrutescence (90 graines par population), choisies aléatoirement.
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Ensuite, vingt-trois (23) caractéres morpho-phénologiques quantitatifs (dont 3 déduits) ont été
considérés et mesurés sur chaque plant (individus) des 26 populations semées : Date de levée
(DL) ; développement hivernal en hauteur (DHH) ; développement hivernal en largeur (DHL) ;
développement printanier en hauteur (DPH) ; développement printanier en largeur (DPL) ;
nombre de ramifications par rameau (le plus vigoureux) (NRR) ; longueur de la foliole centrale
(LF) et largeur de la foliole (IF) ; longueur du pétiole (LPT) ; longueur du pédoncule floral
(LPF) (les notations des quatre derniers caractéres portent sur le nceud de la premiere
fleur) ; longueur des entre-nceuds (LEN) (aprés la premiére fleur).

Les dates de floraison et formation de gousses ont été exprimées en nombre de jours depuis la
levée : bouton floral (BF) ; apparition de la premiéere fleur (PRF) ; pleine floraison (PF) ; fin
floraison (FF) ; apparition de la premiére gousse (PRG) ; pleine formation de gousses (PFG) ;
début de maturité des gousses (DMG) ; dessechement total (DSH) ; nombre de fleurs par plant
(NFP).

Les trois caractéres déduits ont été déterminés de la maniére suivante :

e Vitesse de croissance hivernale (VCH) : permet de déduire le rythme de croissance de
la plante durant la période hivernale. Elle est exprimée en centimétres par jour (cm/j).
VCH=L1/N1

L1 : largeur atteinte par la plante a la fin de I’hiver (21/03/2014).

N1 : nombre de jours séparant la date de mesure de la largeur hivernale atteinte & la sortie de

I’hiver et la date de levée de chaque individu.

e Vitesse de croissance printaniére (VCP) : permet de déduire le rythme de croissance de
la plante durant la période printaniére. Elle est exprimée en centimétres par jour (cm/j).
VCP=L2-L1/ N2

L1 : largeur atteinte a la fin de I’hiver (21/03/2014).
L2 : largeur atteinte a la sortie du printemps (21/05/2014).
N2 : nombre de jours séparant les deux dates de mesure (largeur printaniére et largeur hivernale)

pour chaque individu.

e Durée de la floraison (DF) : nombre de jours qui sépare I’apparition de la premiére fleur

et la fin de la floraison.
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Par ailleurs, dix-sept (17) caractéres qualitatifs ont été notés sur les mémes plants, pendant les
périodes hivernale et printaniére et concernent : les marques foliaires (Largeur du croissant,
LCF ; Largeur de bande vert pale, LBV ; Largeur du bras foliaire, LBF ; Couleur du bras
foliaire, CBF); degré de denticulation du bord distal des feuilles (DBD) ; intensité de
pigmentation anthocyanique des feuilles (Mouchetures, MAF ; Intensité des taches diffuses,
ITD) ; degré de coloration des stipules (PST) ; distribution de pigmentation du tube de calice
(PTC) ; degré pilosité (face supérieure de la feuille, PFS ; pétiole, PPT ; pédoncule floral, PPF ;
tige, PTT) ; couleur des graines (CGR).

La plupart des caracteres ont été sélectionnés a partir des descripteurs établis pour le tréfle
souterrain (Nichols et al., 1996 ; Ghamkhar et al., 2015) (Tab.8).

Concernant les caracteres : forme des feuilles (FDF), forme des graines (FDG) et degré
d’enfouissement (DEF), nous avons adopté respectivement 1’échelle de notations suivante :
1 (triangulaire) ; 2 (triangulaire a ronde) ; 3 (ronde) (UPOV, 2001), et 1 (ronde) ; 2 (ronde a
allongée) ; 3 (aplatie) ; 0 (absence d’enfouissement); 1 (présence d’enfouissement)
(Katznelson & Morley 1965b In Nichols et al., 2013).

La forme des graines et le degré d’enfouissement peuvent servir dans la distinction entre les
trois sous especes de T. subterraneum : ssp. subterraneum, ssp. brachycalycinum, et ssp.
yanninicum. (Katznelson & Morley 1965b In Nichols et al., 2013).

A la récolte, trente (30) infrutescences ont été choisies aléatoirement pour chacune des
populations semées (30 individus par population). Dix (10) caractéres biométriques relatifs aux
infrutescences, gousses, et graines ont été mesurés sur les populations de la premiére
descendance (premiere génération , G1) : poids de 30 infrutescences (PIF1)(g) ; taille des
infrutescences (mm) : longueur (LIF1) et largeur (IIF1); nombre moyen de gousses par
infrutescence (NGS1) ; nombre moyen de grains par infrutescence (NGR1) ; nombre moyen de
graines par gousse (NGG1) ; rapport poids des graines sur le poids des infrutescences (RGI1) ;

poids de mille grains (PMG1)(g) ; taille des graines (mm) : longueur (LGR1) et largeur (IGR1).

Pour la taille des graines, les moyennes (longueur et largeur) de trois graines par infrutescence

choisies aléatoirement (90 graines par population), ont éteé considerées.
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Tableau 8. Marqueurs morphologiques qualitatifs étudiés et échelle de notations (Nichols et al., 1996 ;
Ghamkhar et al., 2015).

Organes Caractéres Symboles Expression
Largeur du croissant vert LCF 0-Absent, 2-Point Central (Cy), 4-
Marques pale Marge & 1/2 feuille (C2), 6 -
foliaires Marge a 2/3 feuille (C3), 8-Marge
a Marge feuille (C4)
Largeur de bande vert péle LBV 0-Absent, 2- Etroite (B1), 4-
Modérément étroite (B2), 6-
Large(Bs)
Feuilles Largeur du bras foliaire LBF 0-Absent,2- Etroit (A1), 4-
Modérément large (A2), 6- Large
(As)
Couleur du bras foliaire CBF 0-Absent, 1- Vert pale, 2-Blanc
Denticulation du bord distal DBD 0-Absent -2-Modérée, 4-Forte
Intensité Mouchetures MAF 0-Absent, 2-Faible, 4-Modérée,6-
anthocyanique Forte
Taches diffuses ITD 0-Absent, 2-Faible, 4-Modérée,6-
Forte
Pigmentation des stipules PST 0-Absent, 2-Faible, 4-Modérée,6-
Forte
Face supérieure des feuilles PFS 0-Glabre, 2-Faible, 4- Modérée,
Pilosité 6-Forte, 8- Trés forte
Pétiole PPT 0-Glabre, 2-Faible, 4- Modérée,
6-Forte, 8- Trés forte
Tige Pilosité de la tige PTT 0-Glabre, 2-Faible, 4- Modérée,
6-Forte, 8- Tres forte
Pilosité Pédoncule floral PPF 0-Glabre, 2-Faible, 4- Modérée,
Fleurs 6-Forte, 8- Treés forte
Calice Pigmentation du tube du PTC 0-Absent, 2-1/4Tube,4-1/2 Tube,
calice 4-3/4 Tube, 8-Tube entier
Grains Couleur du grain CGR 1-Clair (creme), 2- Marron, 3-
Noire

2.1.5 Traitements statistiques

Les données morpho-phénologiques et biométriques quantitatives ont fait 1’objet de plusieurs
traitements statistiques :

- Analyses de la variance a un facteur (ANOVA), appliquées a I’ensemble des caractéres
pris en compte. La comparaison de moyennes est faite sur la base du test post-hoc de Tukey, au
seuil de 5%.

- Test t de Student a été utilisé pour comparer les moyennes des caractéres biométriques
relatifs aux infrutescences, gousses et graines pour chacune des populations, entre les
générations (graines meres : GO ; premiére descendance : G1). Ce test (T) permet d’analyser la
stabilité des caractéres.

- Matrices de corrélations (Pearson), afin d’étudier les relations entre les différents
caractéres d’une part, et d’autre part, avec les facteurs écologiques des habitats naturels des

populations (Altitude et pluviométrie).

37



Etude biométrique, morpho-phénologique et caryologique de plusieurs populations Algériennes de
I'espéce Trifolium subterraneum L.

- Analyse en composantes principales (ACP), analyse exploratoire et descriptive (Dagnelie,
1986, 2006 ; Palm, 1998). L’objectif principal de cette méthode est de présenter le maximum
d'informations contenues dans une matrice de moyennes des données de dimension n x p (n et p
représentent respectivement, les nombres de populations étudiées et des caracteres mesurés), et

faire le regroupement des populations.

L’ensemble des traitements ont étés réalisés a 1’aide des logiciels MINITAB 2016 et XLSTAT
2016.

Pour les différents marqueurs qualitatifs étudiés, nous avons déterminé les fréquences
phénotypiques et I’indice de diversité (H’) de Shannon -Weaver (1949 In Hennik & Zeven,
1991) : H’= H/ Hmax, o0 H = — X7, PiLnPi et H max= In(n).

L'indice de diversité a été considéré comme faible (0./0 < H' < 0.40), intermédiaire (0.40 < H'
<0.60) et élevé (H' > 0.60) (Eticha et al., 2005).

2.2 Etude caryologique

L’objectif de cette partie est de réaliser une analyse de la diversité chromosomique présente au
sein des populations naturelles de Trifolium subterraneum. Neuf (09) populations (collection
meére), ont fait I’objet d’une étude caryologique a travers 1’analyse des mitoses, méioses et

1’établissement du caryotype représentatif de 1’espece.

Ces populations proviennent de différentes localités biogéographiques au niveau du Nord- Est
de I’Algérie, il s’agit de : 12/10 ; 13/10 (Guelma), 19/10 ; 20/10 (Tarf), 22/10 ; 23/10 ; 25/10 ;
26/10 (Souk Ahras), 33/10 (Skikda).

2.2.1 Dénombrements chromosomiques somatiques

Les dénombrements chromosomiques et les caryotypes ont été effectués a partir de mitoses
somatiques observées au niveau des méristémes racinaires. Le protocole expérimental suivi est
celui de Dyer (1963) avec quelques modifications relatives au prétraitement des meéristémes

racinaires effectués grace a un agent mitoclasique avant leur fixation.

L'utilisation de cet agent mitoclasique (oo Bromonaphtalene), augmente le nombre de cellules
mitotiques en métaphase, permet une meilleure répartition des chromosomes dans la cellule,
redresse les chromatides et contracte les chromosomes, ce qui rend les constrictions primaires

et secondaires plus perceptibles (Singh, 2018).
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Les principales étapes de la technique de Dyer (1963) sont les suivantes :
= Germination

Les graines des populations étudiées ont été scarifiées, par frottement avec du papier verre, afin
de lever la dureté tégumentaire (étape indispensable chez les Iégumineuses) puis mises a

germer, sur du papier filtre humide, dans des boites de Pétri a température ambiante.
= Prétraitement

Les jeunes racines d’environ 1 a 1.5 cm de long ont été fraichement excisées le matin (8h-
8h30), ensuite trempées dans une solution de oo Bromonaphtalene (1%) pendant 2h 45 mn a

température ambiante.
= Fixation

Apreés rincage a 1’eau distillée, les pointes racinaires ont été fixees dans la solution Carnoy Il
(Jahier et al., 1992), composée de 1’¢thanol-chlorophorme —acide acétique (6v : 3v :1v) pendant
au moins 24h 2 4C°. Cette étape permet de bloquer toute vie cellulaire, et de conserver I’ intégrité
structurale des chromosomes (Jahier et al., 1992). Les racines fixées peuvent étre conservées

plusieurs mois dans une solution d’éthanol 70% a 4°C.
= Hydrolyse

Pour l'analyse des chromosomes, les extrémités racinaires ont été hydrolysées dans HCI (1N),

puis chauffées jusqu’a apparition des premicres vapeurs.

L’hydrolyse assure le ramollissement des tissus et un bon étalement des cellules et des
chromosomes entre lame et lamelles. L’acide chlorhydrique (HCI) libére aussi, les groupements
aldéhydiques sur les molécules de sucre de I’ADN par destruction des liaisons entre les bases

puriques et le désoxyribose (Jahier et al., 1992).

= Coloration
Les apex racinaires hydrolysés sont colorés a 1’orceine lacto-propionique pendant 24 h et a
température ambiante (Dyer, 1963) (Ann.3).

= Montage et observation

Il consiste a déposer une pointe racinaire sur une lame dans une goutte d’orceine lacto-
propionique, puis la recouvrir soigneusement avec une lamelle et écraser doucement avec le

pouce pour disperser les cellules.
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Au minimum 30 individus par population sont observées et photographiées a 1’aide d’un
microscope Primo Star Zeiss muni d’une caméra numerique (Canon). Le comptage des
chromosomes est réalisé sur des plaques métaphasiques présentant des chromosomes bien
individualisés.

2.2.1.1 Fréquences des nombres chromosomiques

Le comptage des plaques métaphasiques présentant des nombres de chromosomes différents a
porté sur les préparations (lames) de 15 individus différents.

Le calcul des fréguences des nombres chromosomiques par plague métaphasique a été effectué
uniquement pour les populations (22/10 ; 23/10 ; 25/10 ; 26/10) présentant deux nombres de

chromosomes (2n=16 et 2n=18), selon la formule suivante :

Nombre de plaques présentant le nombre chromosomique (16 oul8)

Nombre total de plaques métaphasiques obtenues
2.2.1.2 Analyse du caryotype

Pour I’établissement du caryotype, cing (05) plaques métaphasiques provenant d’individus
différents pour chacune des populations, ont été sélectionnées. Les mesures des chromosomes

données en micrometres, ont été réalisées grace au logiciel Axio-vision (1999-2009).

La position du centromere et les types de chromosomes ont été déterminés a partir des trois
parametres : rapport des bras (r= BL/BC), différence entre les bras (d=BL-BC) et I’indice
centromérique (Ic % =BC /LT x 100), selon la nomenclature chromosomique standard de Levan
et al., (1964). Ces parameétres ont permis la mise en évidence des paires de chromosomes
homologues et la détermination de I’emplacement de chacune d’elles dans le caryogramme.

Ainsi, les chromosomes sont classés par ordre décroissant.

Pour tracer I’idiogramme, les paramétres pris en considération sont :

e Longueurs moyennes des bras courts (BC) et des bras longs (BL) (um).

e Longueurstotales: LT = BC + BL (um).

e Longueurs relatives : LTR = (LT / XLT) x 100.

e Des valeurs moyennes des rapport bras long / bras court : r = BL / BC.

e Différence entre la longueur du bras long et celle du bras court : d = BL — BC.

e Indice centromérique pour chaque paire chromosomique : Ic % = (BC / BL) x 100.
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Il est a noter que la taille des satellites n’est pas considérée dans les calculs. Ainsi, on distingue

six types chromosomiques (Tab. 9).

Tableau 9. Nomenclature chromosomique de Levan et al., (1964).

Position du centromeére d r Ic% Types chromosomiques
Point Médian 0.00 1.0 50.00 Meétacentrique senso stricto (M)
Région Médiane 0.00-25 | 1.0-1.7 50.0-37.5 Meétacentrique (m)
Région submédiane 2.5-5 1.7-3 37.5-25 Submétacentrique (Sm)
Région subterminale 5-7.5 3-7 25-12.5 Subtélocentrique (St)
Région Terminal 7.5-10 7.0-00+ 12.5-0.00 Acrocentrique (t)
Point Terminal 10.0--- o0 0.00 Télocenrique (T)

Pour déterminer 1I’asymétrie du caryotype trois paramétres d’asymétrie ont été considérés :

e las%= (X bras longs/ ¥ longueurs totales) x 100 (Aran & Saito 1980). Les valeurs de

I’indice d’asymétrie sont comprises entre 50 et 100 %.

e Le rapport entre la paire de chromosomes la plus longue et la plus courte (R).

e Le coefficient de symétrie inter-chromosomique (A2) (A2 =Ecart type de la longueur des

chromosomes/ longueur moyenne des chromosomes) (Romero Zarco, 1986).
2.2.2 Analyse du comportement méiotique

Dans le but de confirmer les résultats correspondants aux nombres trouvés lors de I'étude de la
mitose, nous avons réalisé un dénombrement chromosomique méiotique au stade métaphase |
et nous avons également suivi, le comportement méiotique des neuf (09) populations étudiées

de T.subterraneum.

L’¢étude des méioses est réalisée sur les antheres des jeunes boutons floraux ou les cellules sont
en division meiotique. L'étude des appariements chromosomiques en méiose est faite en
prophase | et métaphase | dans les cellules meres polliniques (CMP). Les autres stades sont
également pris en considération pour leur importance dans la mise en évidence d’éventuelles

irregularités.
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=  Semis

Un essai expérimental a été mis en place au niveau de la station expérimentale Mehdi Boualem
de I’'INRAA au mois de Novembre 2014.

Chaque population est représentée par vingt individus (graines), semées a 1,5 m I'une de l'autre

et en randomisation totale.
= Prélévement

Afin de repérer les différents stades de la méiose, la période de collecte des boutons floraux s’est
étalée sur un mois avant la floraison (récupérer des boutons floraux de taille variable). Pour
chaque plante, au moins cing boutons floraux ont été prélevés pendant le mois d’Avril 2015, en
début de matinée a partir de 8h (forte activité méiotique ; Température fraiche et humidité

élevée).
= Fixation

Les boutons floraux sont fixés dans une solution de Carnoy (Ethanol-acide acétique 3 :1 ; v/v)
pendant au moins 48 h a 4°C (Jahier et al., 1992).

= Montage

Apreés dissection des anthéres sous loupe binoculaire, les cellules meres des grains de pollen ont

été écrasées dans une goutte de carmin acétique 1% (Jahier et al., 1992).

= Observation
L’observation des lames et la prise des photographies aux différents stades de la méiose ont
été effectuées au microscope Primo Star Zeiss. Pour chaque population et chaque nombre
chromosomique, au moins cing plaques ont été sélectionnées pour étudier le comportement

méiotique.
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1. Etude morphologique et phénologique

1.1 Analyse de la variance (Tab.10 ; Ann.1, Tab : 1- 23)

L'analyse de la variance a mis en évidence des différences hautement a tres hautement
significatives pour la plupart des caractéeres considérés. En effet, le test post-hoc de Tukey a

permis la formation de groupes de populations (Tab.10).
1.1.1 Caracteres relatifs au développement vegetatif
e Date de levée (DL) (Ann.1, Tab.1)

Ce caractere se révéle trés hautement significatif entre les populations. Le test de Tukey a mis
en évidence quatre groupes homogénes dont deux qui se distinguent (Tab.10). Le premier
groupe (a) comporte une seule population (12/10), la plus tardive a la levée (34.13 jours), par
contre la population 38/10, la plus rapide a s’installer sur le sol (20 jours), forme le dernier

groupe (d). La moyenne générale de 1’espece est de 27.11 jours.
e Développement hivernal en hauteur (DHH) (Ann.1, Tab.2)

L’analyse de la variance a montré un effet populations trés hautement significatif. Trois groupes
homogénes sont formés (Tab.10). Le développement en hauteur le plus important est noté chez
la population 11/10 (2.97 cm) qui forme a elle seule le premier groupe (a), alors que la

population 12/10 du dernier groupe (c) a montré la hauteur la plus faible (1.59 cm).

e Développement hivernal en largeur (DHL) (Ann.1, Tab.3)

A la sortie de I’hiver, la largeur maximale atteinte (13.97 cm) est notée chez la population 37/10
et la minimale (6.43 cm) chez la population 7/10. L’espéece présente une moyenne générale de
9.04 cm. L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif des populations
avec la constitution de quatre groupes (Tab.10). Le premier groupe (a) comporte la population
37/10. Le dernier groupe (d) englobe la population 7/10.

e Développement printanier en hauteur (DPH) (Ann.1, Tab.4)

Ce caractere révele une différence significative entre les populations. En effet, le test de Tukey
a distingué deux groupes de populations (Tab.10). Le premier groupe (a) est constitué d’une
seule population (4/10) (5.14 cm). Par contre, le dernier groupe (b) est constitué de deux
populations 33/10 et 27/10 montrant des valeurs plus faibles (3.40 cm et 3.24 cm,

respectivement). La moyenne générale de I’espece est de 3.99.
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Tableau 10. Résultats de I’analyse de la variance des paramétres morpho- phénologiques chez 26 populations algériennes de Trifolium subterraneum L.

Popuitions DL DHH DHL  DPH DEL Ve V2 NRR O LF F IPT LPF LEN BF PRF PF FF PRG PFG DMG DSH NP DF

U] (cm) (cm) (cm) (em)  (emf)  (emf) (em) (em)  (em)  fem)  (em) () ) ) ) ) ) ) ) )
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3o LI 237 83 @ gror™E o™ 13 so® L7 m® o 4300 a5 43T qor2® 10408 1164F 1547 11637 144 4273 16587 30 as®
410 BETF 250 4 5140 10867 016 160" 693" 121 pp3®  3e® 3030 4T 133 10607 1108F 158 123 s 3™ 1095 1433"  4767%F
610 8 e 7e6™ 31 me™ qa0™ L™ see® LI 110® 2740 284 4300 9008 1e2e™ 11742 14887° 118207 14725 1259 16500 74t ue™E
7o #5872 saat 3 e 08t e 43 LT 138® e st 4R qrer® 124® 0 1262° 1502 12803 w94 116 e m2® anst
10/10 817 246 580 425 3™ o™ 18F 5@ 13 143 40 3e0® 442 127 06 o8 ues® 1o 1os® wesr™ 19780 13 g0
110 1A 207 836 383 s o™ 7 s 1260 10® 3o a4 Ho8™ 7 et o™ 16167 wTAS 178 wi® 5067
1210 3413" 1595 6707 408F 042 010™  Los™ 438 LI pn® 405 2008 436 9683° 101 114530 14873° 114070 14853%  1366° 159877 T2® g7y
1310 5579 208 gaP s s o™ 13 a0 120 1@ 3 g0 485 7 s m2® e e s e 1683 102® 4
16/10 B8 258 e 408 05 o™ L7 asst 129 31 a1 4 351 e 1082® 12® me27™ 1105 jo47F a7 165330 1005 4L07
1710 00859 20r® 7e™ 36 7038 o™ e 543 132 3@ 26% g A0 qnar® 1065 11005F 15027% 11808 1003 14567 166070 1320 po¥
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2010 BEE 208 7™ 3e® 5401 qa0™ 078t 453 L6 p26® 307 327 39 10007 10387 116° 126%™ 186%™ 110 1™ 19755 oea® g™
am 247 166%™ e e ™ ™ s 120 p;® 0 35 200 428 ongab ™ 16 140° 19033 poat™ 1™ 1664 660 asg
210 7% a0 s s s06® o™ 0 427 LT 18® se® 34 441 o 10158% 11557 14387 114530 145155 o™ 6?0 o™
110 8% 24 g™ a® ™ 01 o™ so® 128 40P 408 36 436 7 ® w062 1933 1740 T usAC ™ e i ¥
110 1837 L 70 r® 7007 oa0® L™ 540 10T ps® o 3es® sa0® 488 q00® 10633 11833 14353° 1087 14387 1407 162670 181® a7t
23510 25579 1e9% esPR 405 74 o™ Los™ 653 120 1;3® a7 s 44T us® 065 12095 1626 1325 13807 ue4T™ 17AT 886¢ 5667
26/10 20379 225 orr®™ 3607 esss® 0ae™ 097 ser® LT p1g® 300® 31 A4 o066 10478 11005 1478 11030 14003% 146467 16746 6L18Y 43085
2710 3007 200% 736 327 en0™ 013 000" 0@ 131 p30® g 45 486 jo0a7® 4™ 07 14287 1056° 1313 14T 66T 6F
2910 M6 243 g4 g e o™ L™ ea2® 129 p25® 3e® 3@ 311 05a8® 10031 12240% 15167 1285 18 1m0 00r® 10030 42365
33/10 253659 2% 320%™ a40®  7es o™ L™ a0 183 p:® 3 33 46T 03350 6™ 12081 15137 105 1y ™ me® s s
3710 WO 225 1397 4890 oger®™ 01t 4™ 673 127 pa0® 3P g 412 9702 101277 118550 143.07° 11653 14345 13847% 1642% 1438" 4185
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3910 204% 2365 1036 370 s P 0™ 54 12T 126® 43 se® 431 78 s 12538 1506% 12607 1502 1ee™ s 662 pps®
Movenne 27111 223 9.04 3199 78.79 0.13 1.16 544 122 128 163 348 462 10238 106.54  119.79 150 120,14 14990 14499 167.68 92.88 4149
Ecart-type 8.58 0.99 461 1.32 26.52 0.07 0.42 254 023 026 1.13 121 067 873 8.64 936 1008 909 931 9.46 9.38 6406 344
Fobservé 3.6 249 330 17 37 307 338 19 168 211 220 239 082 286 2.98 205 419 3.00 392 284 2.8 249 627
Probabiité (p) 00007 0000 00007 002" 0000 000" 000" 0005 0023 0002 000" 00007 0.697 0000 000" 0002”7 0000 000" 0000 00007 0000 000" 0.000

DL : date de levée ; DHH ; développement hivernal en hauteur ; DHL : développement hivernal en largeur ; DPH : développement printanier en hauteur ; DPL développement printanier en largeur ; VCH : vitesse de croissance hivernale en largeur ;VVCP : vitesse de
croissance printaniere en largeur ; NRR : nombre de ramifications par rameau (le plus vigoureux) ; LF : longueur de la foliole centrale ; IF : largeur de la foliole centrale ; LPT : longueur du pétiole ; LPF : longueur du pédoncule floral ; LEN : longueur des entre-
nceuds ; BF : bouton floral ; PRF : premiére fleur ; PF : pleine floraison ; FF : fin floraison ; PRG : apparition de la premiere gousse ; PFG : pleine formation de gousses ; DMG : début de maturité des gousses ; DSH desséchement total ; NFP : nombre de fleurs par

plant ; DF : durée de floraison. Les lettres (a; b; c; d; e; f) : groupes homogenes constitués. Signification : P*<0.05 ; P**<0.01 ; P***<0.001 ; NS : non significative.
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e Développement printanier en largeur (DPL) (Ann.1, Tab.5)

Une variation trés hautement significative au sein des populations est constatée pour ce
caractére. Cing groupes de populations sont constitués (Tab.10). Le premier groupe (a)
comporte une seule population (4/10) qui a manifesté un développement maximal en largeur au
printemps (108.67 cm). Le dernier groupe (¢) est formé d’une seule population (20/10) a faible

recouvrement du sol (54.91 cm). La moyenne de I’espéce est de 78.79 cm.
e Vitesse de croissance hivernale en largeur (VCH) (Ann.1, Tab.6)

Les rythmes de croissance enregistrés chez les populations en hiver s’échelonnent de 0.22
cm/jour a 0.08 cm /jours. La moyenne générale de I’espéce est de 0.13cm/jour. L’analyse de la
variance indique un effet tres hautement significatif des populations avec la formation de quatre
groupes (Tab.10). Le premier groupe (a) est formé par la population 19/10 présentant un rythme

plus accéléré. Par contre, le dernier groupe (d) comporte la population la plus lente (7/10).
e Vitesse de croissance printaniére en largeur (VCP) (Ann.1, Tab.7)

Des différences tres hautement significatives sont notées concernant la vitesse de croissance
des populations au printemps. Le test de Tukey a mis en évidence quatre groupes de populations
(Tab.10). La population 4/10 forme a elle seule le premier groupe (a) avec un rythme maximal
et accéléré (1.60 cm /jour). Le dernier groupe (d) fait apparaitre la population 20/10, avec le

plus faible rythme (0.78 cm/ jour).
e Nombre de ramifications (NRR) (Ann.1, Tab.8)

En moyenne, le nombre maximal de ramifications du rameau le plus vigoureux est observé chez
la population 4/10 (6.93). Le nombre les plus faible est noté chez la population 16/10 (3.53). La
moyenne de ’espéce est de 5.44. Ce caractére révele des différences hautement significatives et
la formation de deux groupes de populations. Le premier et le dernier groupes (a et b) sont

représentés par les populations 4/10 et 16/10, respectivement (Tab.10).
e Longueur de la foliole (LF) (Ann.1, Tab.9)

La longueur varie de 1.35 cm (10/10) & 1.07cm (22/10). La moyenne de ’espéce est de 1.22 cm

L’analyse de la variance indique des différences significatives entre les populations (Tab.10).
e Largeur de la foliole (IF) (Ann.1, Tab.10)

La largeur moyenne de la foliole centrale est comprise, selon les populations, entre 1.43cm

(10/10) et 1.10 cm (6/10). La moyenne de 1’espece est de 1.28 cm. Ce caractere se révele
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hautement significatif et la comparaison de moyennes permet de constituer deux groupes
homogeénes (Tab.10). Le premier (a) et le dernier groupe (b) comportent chacun, une seule
population (10/10 et 6/10, respectivement).

e Longueur du pétiole (LPT) (Ann.1, Tab.11)

Les valeurs moyennes de ce caractére sont comprises entre 4.39 cm (3/10) et 2.74 cm (6/10).
La moyenne de 1’espéce est de 3.63 cm. L’analyse de la variance indique des différences tres
hautement significatives. Le test de Tukey permet d’établir deux groupes de populations
(Tab.10). Le premier groupe (a) est représenté par la population 3/10. Le dernier groupe (b) est
constitué aussi, par une seule population (6/10).

e Longueur du pédoncule floral (LPF) (Ann.1, Tab.12)

La longueur du pédoncule floral varie, en moyenne entre 4.53 cm (27/10) et 2.71 cm (38/10).
La moyenne enregistrée pour I’espéce est de 3.48 cm. Les différences entre les populations
sont tres hautement significatives. Deux groupes de populations se sont formés selon le test de
Tukey (Tab.10). Le premier groupe (a) comporte une seule population (27/10). Le dernier
groupe (b) regroupe trois populations (12/10 ; 6/10 ; 38/10).

1.1.2 Caracteéres relatifs a la floraison et formation des gousses
e Premier bouton floral (BF) (Ann.1, Tab.13)

Ce stade est atteint 97 jours aprés la levée chez la population la plus précoce (12/10) et 111
jours chez la population la plus tardive (38/10). La moyenne générale de I’espece est de 102
jours. Des différences trés hautement significatives entre les populations sont décelées avec la
formation de deux groupes (Tab.10). Le premier groupe (a) comporte une seule population
(38/10). Le dernier groupe (b) regroupe huit populations (20/10 ; 19/10, 3/10; 18/10 ; 21/10 ;
22/10 ; 37/10 ; 12/10).

e Premiere fleur (PRF) (Ann.1, Tab.14)

La moyenne minimale et maximale en jours nécessaires a I’apparition de la premiére fleur
depuis la levée est de 101 jours pour la population précoce (12/10) et 115 jours pour la
population tardive (38/10). La moyenne générale de 1’espece est de 106 jours. Ce caractere se
révele trés hautement significatif. La comparaison de moyennes a abouti a trois groupes de
populations (Tab.10). Le premier groupe (a) comporte la population tardive (38/10), tandis que
le dernier groupe (c) regroupe deux populations (37/10 ; 12/10).
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e Pleine floraison (PF) (Ann.1, Tab.15)

Ce stade est atteint au minimum 114 jours apres la levée chez la population la plus précoce
(12/10) et au maximum 128 jours chez la population la plus tardive (38/10). La moyenne
générale de I’espece est de 120 jours. L’analyse de la variance indique des différences tres
hautement significatives entre les populations. Le test de Tukey a mis en évidence deux groupes
(Tab.10). Le groupe premier (a) comporte une population unique (38/10). Le dernier groupe (b)
regroupe deux populations (22/10 ; 12/10).

e Fin floraison (FF) (Ann.1, Tab.16)

Ce stade est atteint entre 142 jours (27/10) et 162 jours (25/10) aprés la levée. La moyenne de
I’espéce est de 150 jours. Ce caractere révele des différences trés hautement significatives. Trois
groupes de populations sont mis en relief (Tab.10). Le premier groupe (a) est constitué de la
population la plus tardive (25/10), par contre le dernier groupe (c) regroupe onze populations
(21/10; 6/10 ; 12/10 ; 18/10 ; 26/10 ; 3/10 ; 23/10 ; 22/10 ; 24/10 ; 37/10 ; 27/10).

. Durée de floraison (Ann.1, Tab.17)

Les durées de floraison minimales et maximales sont comprises entre 37 jours (24/10) et 56
jours (25/10). Le moyenne de 1’espeéce est de 43 jours. L’analyse de la variance révele des
différences tres hautement significatives entre les populations. Le test de Tukey a permis de
distinguer six groupes de populations (Tab.10). Le premier groupe (a) renferme une seule

population (25/10). Le dernier groupe (f) regroupe trois populations (7/10 ; 38/10 ; 24/10).

e Nombre de fleurs /plant (NFP) (Ann.1, Tab.18)
Ce caractere varie de 61 fleurs / plant (26/10) a 144 fleurs/ plant (37/10). L espéce présente un
nombre moyen de 93 fleurs/ plant. L’analyse de la variance indique des différences tres
hautement significatives avec la constitution de deux groupes de populations (Tab.10). Le
premier groupe (a) regroupe deux populations (4/10 ; 37/10). Le dernier groupe (b) comporte

une seule population (26/10).
e Premiere gousse (PRG) (Ann.1, Tab.19)

La population la plus précoce (12/10) atteint ce stade 114 jours apres la levée. La population
7/10 Iatteint tardivement (129 jours). La moyenne de I’espéce est de 120 jours. Les différences
entre les populations se révélent trés hautement significatives. Ainsi, les populations sont
classées en quatre groupes (Tab.10). Le premier groupe (a) comporte la population la plus

tardive (7/10). Le dernier groupe (d) regroupe deux populations (22/10 ; 12/10).
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¢ Pleine formation de gousses (PFG) (Ann.1, Tab.20)

La pleine formation est atteinte 143 jours aprées la levée chez la population la plus précoce
(27/10) et 161 jours apres la levée chez la population la plus tardive (11/10). La moyenne de
I’espece est de 150 jours. L’analyse de variance indique un effet populations trés hautement
significatif. Les populations sont scindées en trois groupe (Tab.10). Le premier groupe (a)
comporte uniquement la population 11/10. Le dernier groupe (c) regroupe six populations
(23/10; 22/10; 3/10 ; 24/10 ; 37/10 ; 27/10).

e Début de maturité des gousses (DMG) (Ann.1, Tab.21)

Ce stade est atteint précocement (136 jours aprés la levée) chez la population 12/10 et
tardivement (152 jours) chez la population 38/10. La moyenne de 1’espéce est de 145 jours. Ce
caractere se révele trés hautement significatif et quatre groupes de populations sont mis en
évidence (Tab.10). Le premier et le dernier groupe (a et d) comportent respectivement, une
population unique (38/10 ; 12/10).

e Dessechement total de la plante (DSH) (Ann.1, Tab.22)

En moyenne, ce stade est atteint 160 jours apres la levée chez la population la plus précoce
(12/10) et 174 jours apres la levée chez la population la plus tardive (25/10). La moyenne de
I’espece est de 168 jours. Ce caractere se révele trés hautement significatif. Les populations se
distinguent par deux groupes (Tab.10). Le premier groupe (a) regroupe trois populations
(11/10 ; 38/10 ; 25/10) alors que le dernier (b) renferme une population unique (12/10).

1.1.3 Marqueurs morphologiques qualitatifs

Les résultats de I’indice de diversité de Shannon-Weaver (H’) indiquent que la variation entre
les populations est assez accentuée pour les caractéres végétatifs des feuilles (forme, marques
foliaires et pigmentation), pétioles, tiges, pédoncules floraux et stipules par rapport a ceux des
fleurs et graines (Tab.11 ; Ann.1, Tab.24).

Les valeurs les plus élevées de 1’indice de diversité (H”) ont été constatées pour la forme des
feuilles (0.919) et pigmentation anthocyanique des stipules (0.791). Par contre les valeurs les
plus faibles concernent la pigmentation du tube du calice (0.336) ainsi que la couleur des
graines (0.247) (Tab.11).

L’examen des caractéres des feuilles a montré que la forme triangulaire a ronde constitue la

forme majoritaire observée chez les feuilles des populations étudiées.
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Ces feuilles sont également trés faiblement dentées au niveau de leurs bords distaux et
faiblement poilues sur leurs faces supérieures (Ann.1. Tab.24). D’autre part, trois classes de
marques foliaires ont été constatées sur les feuilles (trifoliées) :

= Croissant + bras, constitue la classe la plus fréquemment rencontrée chez la plupart des
populations étudiées dont la largeur des croissants et des bras varie respectivement,
entre C1-C3 et entre A1-A2. La couleur des bras est aussi variable du vert péle a blanc.
(Ann.1, Tab. 24).

= Bras seuls, classe observée seulement chez quatre populations (10/10 ; 17/10 ; 33/10;
37/10), de couleur vert pale.

= Absence de marques, notée chez cing populations (7/10 ; 11/10 ; 18/10 ; 20/10 ; 29/10).

Nous avons noté qu’aucune marque foliaire, sous forme de croissants seuls ou de bandes, n’a

été observée chez I’ensemble des populations étudiées (Ann.1, Tab.24).

Concernant les caracteres des fleurs, les résultats de cette étude indiquent la présence d’une
pigmentation anthocyanique au niveau du tube du calice chez les populations algériennes de T.
subterraneum examinées (Tab.11). Néanmoins, ce caractére s’est montré faiblement variable
et nous avons noté que cette pigmentation est répartie de maniére analogue sur le ¥ supérieur

du tube du calice chez la plupart des populations (Tab.11).

Les résultats relatifs a la forme des graines, indiquent que ce caractére s’est révélé assez variable
(H’=0.613). Deux classes ont été observées chez I’ensemble des populations : « ronde » et
« ronde a allongée », avec des fréquences relativement proches. Aucune population n’a présenté

des graines de forme aplatie (Tab.11).

En ce qui concerne le caractére relatif & I’enfouissement des infrutescences, aucune variation
n’est constatée pour ce caractére, et toutes les populations ont présenté un assez fort
géotropisme et par conséquent, une remarquable capacité d’enfouissement de leurs

infrutescences dans le sol (Ann.1, Tab. 24).
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Tableau 11. Classes phénotypiques et indices de diversité (H’) des marqueurs morphologiques
qualitatifs chez 26 populations algériennes de 1’espéce Trifolium subterraneum L.

Marqueurs morphologiques Classes phénotypiques ~ Nombre de classes  Proportion des Indice de diversité
qualitatifs observées obtenues /Echelles  classes (%) Shannon-Weaver
H)
Caracteres végétatifs

Feuilles Triangulaire 3/3 23.08 0.919
Forme Triangulaire a ronde 53.85
Ronde 23.08

Denticulation du bord Absente ou tres faible 3/3 65.38 0.754
distal Modérée 26.92
Forte 7.69

Pilosité de la face Glabre ou tres faible 3/5 26.92 0.623
supérieure Faible 53.85
Modérée 19.23

Pilosité du pétiole Faible 3/5 53.85 0.558
Modérée 38.46
Forte 7.69

Marques foliaires

Largeur du croissant Absent 34.62 0.745
Vert péle C1 4/5 7.69
C2 42.31
C3 15.38

Largeur du bras foliaire Absent 3/4 19.23 0.673
Al 61.54
A2 19.23

Couleur du bras foliaire Absent 3/3 19.23 0.750
Vert péle 53.85
Blanc 26.92

Pigmentation anthocyanique des feuilles

Téches diffuses Absent ou trés faible 3/4 11.53 0.609
Faible 11.53
Forte 50.00

Mouchetures Absente ou trés faible 59.69 0.616
Faible 3/4 38.46
Modérée 7.69

Pigmentation anthocyanique Faible 34.62 0.791
des stipules Modérée 3/4 30.76
Forte 34.62

Pilosité des tiges Faible 30.77 0.613
Modérée 3/5 50.00
Forte 19.29

Caracteres des fleurs

Pilosité du pédoncule Faible 3/5 26.92 0.669
floral Modérée 42.31
Forte 30.77

Pigmentation du tube Y4 sup du tube 2/5 73.08 0.336
du calice Y du tube 15.38

Caracteres des graines

Forme Ronde 2/3 46.15 0.613
Ronde a allongée 57.67

Couleur Marron 2/3 92.31 0.247
Noire 7.69
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1.2 Matrice de corrélations : relations avec les facteurs écologiques du milieu d’origine

La matrice des corrélations a mis en évidence plusieurs relations significatives entre I’ensemble
des caractéres quantitatifs et qualitatifs d’une part, et d’autre part, entre certains de ces
caractéres et quelques facteurs écologiques (Altitude, pluviométrie) du milieu d’origine des
populations (Ann.2, Tab.40).

En effet, les caractéres relatifs au développement végétatif sont fortement corrélés entre eux.
Ainsi, les populations présentant un bon développement hivernal en largeur (DHL), présentent
aussi un bon développement printanier en hauteur et en largeur (DPH ; DPL). Ces populations
ont également manifesté des rythmes de croissance plus accélérés en hiver (VCP) et au

printemps (VCH), des nombres de ramifications (NRR) et de fleurs par plant (NFP) éleves.

Les populations caractérisées par un bon rythme de croissance en largeur durant le printemps,
produisent un nombre important de fleurs par plant. Par ailleurs, ces mémes populations
présentent des taches diffuses (ITD) sur les feuilles et des stipules (STP) fortement colorés en

anthocyanes.

Les populations précoces a la floraison le sont également lors de la formation des gousses et

sont aussi plus tardives a la levée (DL).

Les populations tardives quant a I’apparition du premier bouton floral (BF), montrent des taches

anthocyaniques diffuses (ITD) plus abondantes sur leurs feuilles.

Les populations dont la durée de floraison (DF) est longue, sont tardives a la pleine formation

de gousses. Ces populations présentent une forte pigmentation anthocyanique des stipules.

Les populations ayant une forme de feuille plus ou moins ronde (FDF), sont les plus tardives

lors de la fin floraison (FF) et la pleine formation des gousses (PFG).

Ainsi, la matrice de corrélations a mis en relief des relations significatives entre certains
caractéres morphologiques (quantitatifs et qualitatifs) et les facteurs écologiques des habitats
naturels (Altitude et pluviométrie) des populations. L’altitude intervient sur I’intensité des
taches anthocyaniques diffuses (ITD) au niveau des feuilles (qualitatif). Les populations
présentant une forte intensité de taches anthocyaniques diffuses au niveau des feuilles (ITD),
sont originaires des régions de faibles altitudes. Ces populations sont caractérisées par un bon
développement printanier en largeur (DPL), un rythme de croissance accéléré (VCP), des
pétioles relativement longs (LPT). Ces populations sont tardives quant a 1’émission du bouton

floral (BF).
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D’autre part, la pluviométrie a un effet sur le développement hivernal (DHH) en hauteur
(quantitatif), alors que les caractéres qualitatifs (largeur du croissant foliaire, LCF et pilosité de
la tige, PTT) ont subi I’influence simultanée des deux facteurs du milieu d’origine (Altitude et
pluviométrie). Les populations caractérisées par un bon développement en hauteur hivernal
(DHH), proviennent des régions les moins arrosées. Ces populations sont également tardives a
la floraison (PRF, PF), la formation de gousses (PRG, DMG) et le desséchement (DSH). Elles
présentent des feuilles avec des bras plus étroits et des pédoncules floraux plus longs.

Les populations provenant des régions les plus arrosees et de fortes altitudes, présentent des
croissants foliaires plus larges et des tiges moins poilues. Elles ont également des bras foliaires

plus larges, de couleur verte, et une faible intensité de taches anthocyaniques diffuses.
Conclusion

A T’issue des résultats de 1’analyse de la variance, il ressort que la variabilité intraspécifique et
inter populations, pour les caracteres morpho-phénologiques quantitatifs pris en compte est

assez importante.

Nos résultats relatifs au développement végétatif indiquent que 1’ensemble des populations
étudiées ont manifesté un développement végétatif appréciable au printemps par rapport a
I’hiver. Ainsi, les populations qui présentent un développement hivernal en largeur important,

présentent aussi un meilleur recouvrement du sol a la fin du printemps.

Les populations 4/10 (Guelma), 37/10 (Constantine) et 19/10 (Tarf) se sont distinguées par un
bon développement végétatif printanier en largeur et des rythmes de croissance plus accélérés.
Les deux premiéres populations (4/10 et 37/10) ont également exprimé les valeurs les plus

élevées concernant le nombre de ramifications (NRR).

L’analyse des caracteres phénologiques de la floraison et la formation de gousses indiquent
également une variation importante. Les populations 12/10 et 37/10 ont été les plus précoces
lors des stades de floraison (bouton floral, premiére fleur). La premiére population (12/10) a
également été précoce pendant les stades de formation de gousses (premiere gousse, début de

maturité des gousses).

La population 37/10 a été aussi précoce a la pleine formation de gousses, en début de maturité
des gousses et a donné un nombre élevé de fleurs par plant. La population 38/10 a par contre
été la plus tardive a la floraison, la formation des gousses, le desséchement final et a présenté

une durée de floraison plus courte.
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Les populations précoces (12 /10) et tardives (38/10), respectivement aux stades phénologiques

de floraison et formation de gousses, ont manifesté un comportement inverse a la leveée.

L’examen des marqueurs morphologiques qualitatifs et les valeurs de I’indice de diversité de
Shannon-Weaver (H”), révéle que la diversité entre les populations est plus importante pour les
caractéres vegétatifs de la plante (feuilles, pétioles, tiges, pédoncules floraux et stipules) par

rapport & ceux relatifs a sa reproduction (fleurs et graines).

Des relations significatives ont été mises en évidence entre certains caracteres quantitatifs et les
marqueurs qualitatifs. Ces derniers semblent étre fortement liés aux caracteres phénologiques
relatifs a la reproduction. D’autre part, les relations significatives observees indiquent I’effet de
quelques facteurs écologiques du milieu d’origine (pluviométrie et altitude) sur la variation de

certains caractéeres quantitatifs et les marqueurs qualitatifs.

2. Etude biométrique (infrutescences, gousses et graines : GO et G1)
2.1 Parametres statistiques

e Poids de mille grains (PMG)

Le poids de mille grains est variable d’une génération a I’autre (Fig.9, Tab.12).
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Figure 9. Poids de mille grains (PMG) chez 26 populations meres (GO0) et la premiére descendance
(G1) de I’espece Trifolium subterraneum L.
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Tableau 12. Variation des parametres statistiques chez 26 populations meéres (GO) et celles de la
premiere descendance (G1) de I’espéce Trifolium subterraneum L.

Populations méres GO (milieu naturel) Populations de la premiére descendance (G1)
Paramétres MIN MAX MOY ET CV% MIN MAX MOY ET CV%
PIF (g) 1.65 4.46 2.45 0.85 23.9 2.77 5.42 4.08 0.62 15.10
RGI 0.16 0.35 0.24 0.04 18.29 0.15 0.36 0.24 0.04 1591
PMG (g) 3.55 7.62 5.45 1.23 22.65 4.42 9.56 7.01 125 17.77

MIN : moyenne minimale d’une population ; MAX : moyenne maximale d’une population ; MOY : moyenne de 1’espéce ; PIF : poids de 30 infrutescences ;
RG] : rapport poids des graines /poids des infrutescences ; PMG : poids de mille grains ; E.T : écart- type ; C.V : coefficient de variation (%).
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Pour les populations méres (G0), la moyenne de 1’espéce est de 5.45 g (Tab.12). Cette derniére
a éte inférieure aux moyennes de 12 populations sur les 26 étudiées. La valeur la plus élevée
(7.62 g) a été constatée chez la population 37/10, suivie des populations 11/10 ; 2/10 ; 4/10 ;
7/10 et 26/10 (7.41g, 7.32 g, 7.26 ¢, 7.24 g). La valeur la plus faible a été notée chez la
population 18/10 (3.55 g). Les populations 7/10 et 26/10 présentent des PMG similaires (7.24
g) (Ann.1, Tab.25).

Concernant la génération de la premiére descendance (G1), 50% des populations ont présenté
des valeurs de PMG supérieures ou égale a la moyenne de 1’espéce (7.01 g). Le PMG le plus
élevé a été constaté chez la population 26/10 (9.56 g) et le plus faible est noté chez la population
22/10 (4.42 g) (Tab.12). Les populations issues de régions différentes : 11/10 ; 17/10 (Guelma)
et 39/10 (Skikda) présentent des valeurs de PMG similaires (6.47g) (Ann.1, Tab.26).

e Poids des infrutescences (PIF)

Parmi les populations meres (GO0), la population 11/10 présente les infrutescences les plus
lourdes (4.46 @) alors que les populations 38/10 et 19/10 sont caractérisées par les
infrutescences les plus légeres (1.65 g ; 1.66 g, respectivement) (Ann.1, Tab.25). Le poids

moyen des infrutescences noté chez I’espece est de 2.45 g (Tab.13).

Pour la premiére descendance (G1), le poids des infrutescences varie de 5.42 g (4/10) a 2.77g
(22/10). La moyenne de I’espéce est de 4.08 g (Tab.13, Ann.1. Tab.26). Ainsi, le poids des
infrutescences est variable entre les deux générations GO et G1. L’augmentation du poids des
infrutescences a été assez importante chez la plupart des populations G1 dont certaines (3/10 ;
4/10 ; 19/10 ; 24/10 ; 26/10 ; 29/10 ; 38/10) ont présenté des infrutescences deux fois plus
lourdes par rapport @ GO. Néanmoins, des écarts relativement réduits entre GO et G1 ont été
remarqués chez certaines populations (2/10; 6/10; 11/10; 22/10; 23/10; 27/10; 39/10
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Figure 10. Poids des infrutescences (PIF) chez 26 populations meres (GO) et la premiére
descendance (G1) de I’espéce Trifolium subterraneum L.

54



Etude biométrique, morpho-phénologique et caryologique de plusieurs populations Algériennes
de I'espéce Trifolium subterraneum L.

e Rapport poids des graines / poids des infrutescences (RGI)

Les valeurs de RGlo varient de 0.35 g (26/10) a 0.16 g (18/10) chez les populations meres (GO0).
Le rapport moyen de 1’espéce est de 0.24 (Tab.12). Les populations provenant de régions
différentes : 2/10 ; 21/10, 6/10 ; 27/10, 10/10 ; 37/10, 13/10 ; 24/10 et 29/10 ; 38/10 présentent
des valeurs de RGI similaires (Ann.1, Tab.25).

En revanche, la population 26/10 s’est distinguée aussi par la valeur le plus élevée de RGI1
(0.36 g) chez les populations G1, alors que la valeur la plus faible est observée chez la
population 33/10 (0.15g) (Ann.1, Tab.26). De méme la moyenne de 1’espéce est stable et reste
inchangée de GO a G1 (0.24 g) (Tab.12).

Concernant la variation entre les deux générations GO et G1, des valeurs moyennes tres proches

ont été enregistrées entre la plupart des populations correspondant aux deux générations

(Fig.11).
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Figure 11. Rapport poids des graines/poids des infrutescences (RGI) chez 26 populations méres (G0)
et la premiére descendance (G1) de I’espéce Trifolium subterraneum L.

2.2 Analyse de la variance
2.2.1 Graines meres (G0)
L’analyse de la variance a révélé des différences trés hautement significatives (p<0.001) pour
I’ensemble des caractéres relatifs aux infrutescences, gousses et graines chez les populations

meres (G0) a I’exception du nombre de graines par gousse qui a été homogene chez toutes les

populations (Tab.13).
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Tableau 13. Analyse de la variance des caractéres biométriques chez 26 populations méres (GO) de
I’espéce Trifolium subterraneum L.

Populations LIFo lFo NGSo NGRo LGRo IGRo
(cm) (cm) (mm) (mm)
2/10 0.72bcd 0.87° 4.17%¢ 3.9320cd 3.408 2.228
3/10 0.67¢def 0.75foni 3.802bcd 3.40bcdef 2.78faniik 1.799ni
4/10 0.70¢% 0.80Pcdefahii 2.87¢ 2.73f 3.28%® 2.042bcdef
6/10 0_68cdef 0_80bcdefghij 4.27abc 3_93abcd 2.889fghijk 1.85fghi
7/10 0.621 0.82bcdefghi 4.67% 4.432 2.82fanijk 1.93cdefg
10/10 0_68cdef 0_75ghij 3.87abc 3_70abcdef 2.94defghi 2.04abcdef
11/10 0.852 1.072 4.702 4.432 2.970defgh 1.99bodef
12/10 0.69¢def 0.74"i 3.50¢ 3.433bcdef 3.02bcdefg 2.052cde
13/10 0.70%de 0.89° 4.23abc 4.10a 2.85¢fgniik 1.89defah
16/10 0_72bc 0.82bcdefgh 3l73bcd 3.40abcdef 3I07bcdef 2.00deEf
17/10 0.65¢4f9 0.84bcdef 4.273%¢ 4,00%¢ 2.84¢faniik 1.86¢8fon
18/10 0.69¢def 0.8 2bcdefgh 4.60% 3.90?2bcd 2.63ik 1.70Mi
19/10 0.621 0.777fanii 3.8020cd 3, 27bcdef 2.62i 1.68]
20/10 0.67¢def 0.78hecdefgnii 4 pGabe 3.5(abedef 2.661% 1.681
21/10 0.64¢f9 0.72 3.63¢ 3, 27bcdef 3.122cd 2.032bcdef
22/10 0.66°4f9 0.731 4,333%c 3.83cde 2,779k 1.71hi
23/10 0.64%f9 0.73Mi 3.97%¢ 2.930f 2,93defghi 1.85¢edfi
24/10 0.59¢ 0.73i 4.2(0?2be 3.80¢2bcd 2.60K 1.61i
25/10 0.63¢f 0.759nii 4.,032bc 3.60a0cdef 2.90¢fohii 1.99bedef
26/10 0.78% 0.86% 3.50« 3.33bodef 3.253%c 2.13%c
27/10 0.67¢def 0.84bcdef 4,278be 3.83abcde 3.06bcdef 2.15%
29/10 0_680def 0_76efghij 4l07abc 3_47abcdef 2l82fghijk 2l03abcdef
33/10 0.69¢def 0.86°« 3.63« 3.3 7bodef 2,93¢efghi 1.90¢efgh
37/10 0.69¢%f 0.84bcde 3.77%cd 3.1.3cdef 3.203cd 2.143c
38/10 0.63¢f 0.731 2.90¢ 2.80¢f 2.72"K 1.85f9n
39/10 0.70¢° 0.84bedefg 4.332c 4.30% 2.95¢dfgh 2.072%cd
Moyenne 0.68 0.80 3.97 3.61 2.92 1.93
Ecart- type 0.09 0.12 1.09 1.18 0.36 0.23
F observé 13.33 18.55 6.37 5.15 15.04 18.15
Signification 0.000™" 0.000™" 0.000™" 0.000™" 0.000™" 0.000™"

LIFo: longueur des infrutescences ; l1Fo : largeur des infrutescences ; NGSo: nombre moyen de gousses par infrutescence ; NGRo : nombre moyen de grains par
infrutescence ; NGGo : nombre moyen de graines par gousse ; LGRo : longueur des graines ; IGRo: largeur des graines. Les lettres (a; b;c;d;e;f;g;h;i;
j ; k) : groupes homogenes constitués. Signification : P*<0.05 ; P**<0.01 ; P***<0.001 ; NS : non significative.

Ainsi, les résultats des groupes homogénes obtenus par le test post hoc de Tukey montrent que
chez les populations GO, la taille des graines (longueur et largeur), des infrutescences (largeur
et longueur) et le nombre de graines par infrutescence se sont montreés plus variables par rapport
au nombre de gousses par infrutescence. L’ordre décroissant de la variation de ces caracteres
se présente comme suit : LGRo>IGRo>ILFo>LIFo>NGRo>NGSo (Tab.13).
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o Variation de la taille des infrutescences : longueur et largeur (LI1Fo ; ILFo) (Ann.1,
Tab.27 et 28)

Les tailles des infrutescences (longueur et largeur) se révélent trés hautement significatives. Le
test de Tukey a mis en évidence respectivement 7 et 10 groupes de populations (Tab.13). La
population 11/10 a présenté les infrutescences les plus longues (0.85 cm), alors que la
population 24/10 a des infrutescences plus petites (0.59 cm). La longueur moyenne de I’espéce
est de 0.68 cm (Tab.13).

D’autre part, la population 11/10 a également exprimé la largeur la plus importante (1.07 cm).
La valeur la plus faible a été constatée chez la population 21/10 (0.72 cm), suivie des
populations 22/10 ; 23/10 ; 24/10 ; 38/10, ayant des largeurs similaires (0.73 cm) (Tab.13).

L’espece présente une largeur moyenne de 0.80 cm.
o Variation des nombres de gousses et de graines par infrutescence (NGSo ; NGRo)

L’analyse de la variance indique des effets trés hautement significatifs des populations
concernant les caractéres NGSo et NGRo (p<0.001). En effet, respectivement, 4 et 6 groupes de

populations se sont distingués (test de Tukey) (Tab.13).

Les populations 11/10 et 7/10 ont présenté les nombres de gousses (NGSo) et de graines par
infrutescence (NGRo) les plus élevés (4.70 ; 4.43, 4.67 ; 4.43, respectivement), alors que les
nombres les plus faibles ont été constatés chez les populations 38/10 et 4/10 (2.90 ; 2.80, 2.87 ;
2.73, respectivement) (Ann.1, Tab.29 et 30). Les nombres moyens de gousses et de graines par

infrutescence notés chez I’espéce sont de 3.97 et 3.61, respectivement.

Nous avons noté qu’au sein de la méme population, certains individus enregistrent les nombres
les plus importants (7 et 8 gousses/ infrutescence). Ces derniers nombres ont été observés chez
6 populations (17/10; 20/10; 23/10 et 6/10 ; 18/10 ; 24/10, respectivement). En revanche,
quelques individus appartenant aux populations : 2/10; 3/10; 4/10; 12/10; 26/10; 27/10;

38 /10, ont montré le nombre le plus faible (une gousse/ infrutescence) (Ann.1, Tab.29).

Par ailleurs, certains individus ont enregistré un nombre de graines par infrutescence égal a 7
(18/10 ; 20/10) et 8 (24/10). Cependant, le nombre le plus faible (une graine/ infrutescence) a
été remarqué chez certains individus (2/10 ; 3/10 ; 4/10 ; 6/10 ; 12/10 ; 19/10 ; 20/10 ; 21/10;
23/10; 25/10 ; 26/10 ; 27/10 ; 29/10 ; 33/10 ; 37/10 ; 39/10) (Ann.1, Tab.30).

57



Etude biométrique, morpho-phénologique et caryologique de plusieurs populations Algériennes
de I'espéce Trifolium subterraneum L.

o Variation de la taille des graines : longueur et largeur (LGRo ; IGRo)

Les dimensions des graines (longueur x largeur) constatées chez I’espéce sont de 2.92 x 1.93
mm. La population 2/10 s’est distinguée par les graines les plus grosses (3.40 x 2.22 mm), alors
que la population 24/10 a produit de petites graines (2.60 x 1.61 mm) (Tab.13 ; Ann.1, Tab.31
et 32, respectivement). L’analyse de la variance a fait ressortir des différences tres hautement
significatifs pour ces deux caractéres (p<0.001) (Tab.13). Selon la longueur et la largeur des

graines, les populations sont scindées respectivement, en 11 et 10 groupes homogeénes (Tab.13).

2.2.2 Premiere descendance (G1)

L’analyse de la variance des caracteres relatifs aux infrutescences, gousses et graines indiquent
des différences tres hautement significatives (p<0.001) pour la plupart des caractéeres pris en
compte chez les populations de la premiére descendance.

Quant au nombre de graines par gousse, aucune variation significative n’a été constatée

(Tab.14).

Les résultats obtenus indiquent que la variation au sein des populations de la premiére
descendance (G1) est plus importante chez les caractéres liés a la taille des graines et des
infrutescences (longueur et largeur) par rapport aux nombres de gousses et de grains par
infrutescence. Ainsi, selon le nombre de groupes homogeénes donnés par le test de Tukey, le
classement décroissant de la variation est le suivant : LGR1>IGR1>LIF1>ILF1>NGR1>NGS1
(Tab.14).

o Variation de la taille des infrutescences : longueur et largeur (LIF: ; ILF1) (Ann.1,
Tab.33 et 34)
Les caractéres relatifs a la taille des infrutescences (longueur et largeur) se révélent trés
hautement significatifs (p<0.001) (Tab.14). La comparaison de moyennes par le test de Tukey
a mis en relief respectivement, 9 et 6 groupes de populations.
La longueur des infrutescences varie de 0.71 cm (10/10) a 0.92 cm (19/10). La longueur

moyenne de ’espéce est de 0.78 cm (Tab.14).

Quant a la largeur, les infrutescences les plus larges ont été observées chez les populations
37/10 et 13/10 avec 0.87 cm et 0.88 cm, respectivement. Les plus étroites concernent la
population 39/10 (0.74 cm), suivie des populations 23/10 et 12/10 ayant des largeurs similaires
(0.75 cm). La largeur moyenne de 1’espéce est de 0.82 cm (Tab.14).
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Tableau 14. Analyse de la variance des caracteres biométriques chez 26 populations de la premiére
descendance (G1) de I’espéce Trifolium subterraneum L.

Populations LIF1 lF1 NGS1 NGR1 LGR1 IGR1
(cm) (cm) (mm) (mm)
2/10 0.72N 0.85%¢ 4 57abede 4, 40%bcde 2.78Mi 1.779Mi
3/10 0.73M 0.86% 4,80%0cd 4,70%0cd 3.060cdefg 1.95bodef
4/10 0.79¢defghi 0.820bcdef 4.402bcde 4,13%cde 3.27%® 2.0020cd
6/10 0.75f9n 0.79bedef 3.97¢% 3.97¢d 2.94cdefgnii 1.83cdefghi
7/10 0.749hi 0.832bcdef 4.90% 4.90% 2.85¢fgnii 1.83cdefghij
10/10 0.71! 0.78bedef 4.87%¢ 4.87%¢ 2.94cdefghij 1.83cdefghii
11/10 0.76%fani 0.842%¢ 4.80%0cd 4.80%¢ 2.809" 1.80¢fghii
12/10 0.86%¢ 0.75¢f 4,333%cde 4.473%bcde 3.05bcdefgh 1.9Qbodefgh
13/10 0.86%¢ 0.88? 4 572bcde 4 533cde 2.94cdefghij 1.9Qbedefgh
16/10 0.75f9hi 0.843cd 4 43abcde 4 473bcde 2.94cdefghij 1.83cdefghij
17/10 0.73M 0.8 2bcdef 5.102 5.032 2.83fani 1.84bcdefghij
18/10 0.77defghi 0.86%¢ 4,07bcde 4,13%cde 2.93cdefgnij 1.9(QPbeedfgh
19/10 0.922 0.78¢def 4.4 32bcde 4,43%cde 2.90d%efgnii 1.83cdefghii
20/10 0.89% 0.8 abodef 4,333%cde 4.473%bcde 3.123bcde 1.92bodefgh
21/10 0.79cdefghi 0.8 2bcdef 3.90¢ 3.77¢ 3.20%c 2.02%
22/10 0.83bcde 0.8 bcdef 4,3abcde 4.1Qbcde 2.79¢9ni 1.69
23/10 (.g2bcdef 0.750%f 4.3020cde 4,30%0cde 2.96¢defghi 1. 7779
24/10 0.72! 0.823bcdef 4,273%bcde 4,23%cde 3.15%cd 1.96bcde
25/10 0.777defohi 0.8 abodef 4 G72bcde 4 6330cde 2.88defgnii il fefpesE it
26/10 0.83bcd 0.86%¢ 4 50cde 4 47abcde 3.352 2.16°
27/10 0.749M 0.8 2bcdef 4.473bcde 4 43abcde 2,711 1.711
29/10 0.78defghi 0.832bcdef 4,33%cde 4,233%cde 2.93cdefgnij 2.01%¢
33/10 0.87bcdefy 0.8 2bodef 4.00%e 3.87d° 2.86efanii 1.74M
37/10 0.74MN 0.872 4,3abcde 4,3abcde 3.1 cdef 1.82defghij
38/10 0.75¢fhi 0.843¢ 4,2 73bcde 4 3(02bcde 3.02bcdefgh 1.94Pdef
39/10 0.8(¢defgn 0.74f 3.83¢ 3.83d° 2.68i 1.81¢fani
Moyenne 0.78 0.82 441 4.37 2.96 1.87
Ecart- type 0.10 0.09 0.97 1.00 0.33 0.21
F observé 12.81 5.55 3.56 3.53 9.41 9.55
Signification 0.000™ 0.000™ 0.000™" 0.000™" 0.000™" 0.000™"

LIF1: longueur des infrutescences ; IIF1: largeur des infrutescences ; NGS1: nombre moyen de gousses par infrutescence ; NGR1 : nombre moyen de grains par
infrutescence ; NGGz : nombre moyen de graines par gousse ; LGR1 : longueur des graines ; IGRx: largeur des graines. Les lettres (a; b;c;d;e;f;g;h;i;j):
groupes homogénes constitués. Signification : P*<0.05 ; P**<0.01 ; P***<0.001 ; NS : non significative.

o Variation des nombres de gousses et de graines par infrutescence (NGS: ; NGR1)

L’analyse de la variance des nombres de gousses et de grains par infrutescence, indiquent des
différences trés hautement significatives (p<0.001) (Tab.14). Pour chacun de deux caractéres,
les populations sont scindees en 5 groupes (Tab.14). La population 17/10 a manifesté les

nombres de gousses et de graines par infrutescence les plus importants (5.10; 5.03,
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respectivement). Les nombres les plus faibles sont observés respectivement, chez les
populations 21/10 et 39/10 (3.90 ; 3.77, 3.83 ; 3.83) (Tab.14).

Par ailleurs, les nombres les plus élevés (7, 8, 9 et 10 gousses/ infrutescence) ont été remarqués
respectivement chez certains individus des populations 7/10 ; 12/10 ; 17/10, 2/10 ; 3/10 ; 26/10,
25/10 et 19/10. Le nombre le plus faible (une gousse/ infrutescence) a été cependant observé
uniquement chez certains individus (12/10 ; 23/10 ; 33/10 ; 38/10 ; 39 /10) (Ann.1, Tab.35).

Quant aux nombres de graines /infrutescence les plus éleves (7 et 8, 9 et 10 graines
/infrutescence), ils ont été constatés respectivement chez certains individus des populations :
7/10;10/10 ; 12/10 ; 17/10, 26/10, 25/10 et 19/10. Les individus des populations 4/10 ; 12/10 ;
23/10 ; 33/10 ; 38/10 ; 39 /10 ont présenté le nombre le plus faible (une graine/ infrutescence)
(Ann.1, Tab. 36).

o Variation de la taille des graines : longueur et largeur (LGR: ; IGR1) (Ann.1, Tab.37
et 38)

Les caracteres relatifs a la taille des graines (longueur et largeur) se révelent trés hautement
significatifs (p<0.001). Le test de Tukey a permis la constitution de dix (10) groupes de

populations pour chacun des caractéres pris en compte. (Tab.14).

La population 26/10 s’est distinguée par les graines les plus longues (3.35 mm) suivie de la
population 4/10 (3.27 mm). Les graines les moins longues ont été constatées chez la population
39/10 (2.68 mm), suivie de la population 27/10 (2.71mm). La longueur moyenne de 1’espéce
est de 2.96 mm (Tab.14).

Pour la largeur, la population 26/10 a également présenté les graines les plus larges (2.16 mm),
alors que les graines les plus étroites ont caractérisé la population 22/10 (1.69 mm) ainsi que la

population 27/10 (1.71 mm). L’espéce présente une largeur moyenne de 1.87 mm (Tab.14).

2.2.3 Variation inter générations (GO et G1)

Les résultats relatifs a la comparaison des moyennes (test T de Student) des caractéeres liés a la
taille des infrutescences et des graines et aux nombres de gousses et de graines par
infrutescence, mesurés sur chacune des 26 populations méres (G0) et de la premiére
descendance (G1) ont permis d’évaluer la variation et/ ou la stabilité des caractéres chez ces
populations (Ann.1, Tab.39).
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Ainsi, les résultats de ce test indiquent que chez certaines populations, la moyenne de tous les
caracteres considérés marque une augmentation significative a tres hautement significative
entre GO a G1. En revanche, chez d’autres populations la différence entre les moyennes de GO

et G1, n’est pas significative pour certains caracteres (Ann.1, Tab.39).

Selon le nombre de populations n’exprimant pas de différences significatives entre GO et G1,
les caracteres relativement les plus stables par ordre décroissant sont : IIf (17) >LGR> (16)
>NGS (13)> IGR (12) >NGR (8) >LIF (4) (Ann.1, Tab.39).

Les caractéres largeur des infrutescences (IIF) et longueur des graines (LGR) se sont montres
plus stables chez une grande partie des populations notamment, celles provenant des régions de
Guelma, Souk Ahras et Constantine (Ann.1, Tab.39).

La moitié des populations étudiées a présenté un nombre de gousses par infrutescence (NGS)
relativement stable entre GO et G1. La plupart de ces populations proviennent des régions de
Guelma et Souk Ahras (Ann.1, Tab.39).

Nos résultats indiquent aussi que la longueur des infrutescences (LIF), suivi du nombre de
graines par infrutescence (NGR) se sont révélés variables (différences significatives) entre GO
et G1, chez la majorité des populations (Ann.1, Tab.39).

D’autre part, une variation trés hautement significative entre GO et G1 a été observée chez les
populations provenant de El Tarf, concernant la taille des graines (longueur et largeur)
comparativement aux populations de Souk Ahras dont la majorité a présenté des tailles de grains
plus homogeénes et relativement stables (Ann.1, Tab.39).

A noter que, les populations 6/10 et 13/10 (Guelma) ont manifesté une grande stabilité pour la
plupart des caractéres considérés (IIF, NGS, NGR, LGR, IGR). Seule la population 3/10
(Guelma) s’est nettement distinguée par la fluctuation de tous les caracteres biométriques entre
les générations GO et G1 (Ann.1, Tab.39).

2.3 Matrice de corrélations : relations avec les facteurs écologiques du milieu d’origine
g

Plusieurs corrélations établies entre les caractéres biométriques chez les populations méres
collectées au niveau des habitats naturels (GO) et celles de la premiére descendance (G1), ont
été mises en relief (Ann.2, Tab.41 et 42, respectivement).
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En effet, des corrélations hautement significatives ont été constatées entre les differents
caracteres étudiés dans le cas des populations GO et G1. Ainsi, les populations caractérisées par
de grosses graines présentent des poids de mille grains importants.

Les populations présentant un poids des infrutescences important sont caractérisées par un poids

de mille grains éleve.

Les populations ayant un nombre de gousses par infrutescence élevé présentent également un
nombre de grains par infrutescence important. Les populations présentant des infrutescences

plus larges sont caractérisées par un poids des infrutescences important.

Par ailleurs, concernant les corrélations avec les facteurs écologiques du milieu d’origine des
populations GO et G1, aucune corrélation significative n’a été constatée entre les caractéres

considéres et ces facteurs (altitude et pluviométrie), chez les populations méres (GO).

Toutefois, une corrélation significative a été mise en relief entre le rapport poids des graines
sur le poids des infrutescences (RGI) et I’altitude du milieu d’origine chez les populations de la
premiére descendance (G1). Les populations caractérisées par un rapport poids des graines sur

poids des infrutescences élevé proviennent des régions de fortes altitudes (Ann.2, Tab.42).
Conclusion

A travers les résultats de la présente étude portant sur les 26 populations méres (G0) provenant
des habitats naturels et les populations de la premiére descendance (G1), il ressort que les deux
générations, particulierement les populations naturelles (G0), expriment une importante

variabilité intraspécifique concernant les caracteres des infrutescences, gousses et graines.
Ainsi, le poids de mille grains et le poids des infrutescences sont variables entre GO et G1.

D’autre part, ’analyse de la variance a mis en relief des différences trés hautement
significatives pour tous les caracteres testés, chez les populations GO et G1. Au sein des
populations GO et G1, les caracteres des grains et des infrutescences (longueur et largeur) se
sont montrés plus variables par rapport a celles liées a la production (nombre de gousses et de

graines par infrutescence).

Une grande partie de populations particulierement celles provenant des régions de Guelma,
Souk Ahras et Constantine montrent des valeurs plus ou moins proches et stables entre GO et
G1 concernant la largeur des infrutescences et longueur des graines. La plupart ont par contre,

significativement fluctué pour le nombre de grains par infrutescence.
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La plupart des populations de Guelma et Souk Ahras sont caractérisées par des nombres de

gousses par infrutescences élevés et relativement stables entre GO et G1.

Une grande hétérogéneité pour la taille des graines (longueur et largueur) a été mis en évidence
chez les populations provenant de la région de Tarf. Les populations de Souk Ahras ont

cependant montré plus de stabilité concernant ce caractere.

La matrice de corrélation a mis en relief I’existence de nombreuses corrélations chez GO et G1.
Il ressort également que 1’altitude du milieu d’origine des populations intervient sur le rapport
poids des graines/poids des infrutescences de la premiére descendance (G1), comparativement
a GO, dont aucun effet significatif n’a été constaté entre les facteurs du milieu d’origine de ces

populations (Altitude et pluviométrie) et les caracteres biométriques étudiés.
3. Analyse morphologique, phénologique et biométrique
3.1 Matrice de correélations

La matrice de corrélations a mis en relief de nombreuses relations entre certains caractéres
morpho-phénologiques, biométriques (quantitatifs) et marqueurs morphologiques (qualitatifs),

considérés dans la présente étude (Ann.2, Tab.43 et 44).

En effet, les populations ayant une bonne production de gousses et de graines par infrutescence,
sont les plus tardives quant a 1’apparition de la premicre fleur et la pleine floraison. Ces
populations sont caractérisées par un bon développement hivernal en hauteur et sont originaires

des régions a pluviométrie relativement faible.

Les populations dont le poids des infrutescences est important, présentent des infrutescences
plus larges, des graines plus grosses et un poids de mille grains important. Elles sont plus
performantes en terme de développement printanier en hauteur et largeur et produisent un

nombre élevé de fleurs par plant.

Les populations présentant une forte intensité des taches anthocyaniques diffuses sur leurs
feuilles, sont caractérisées par un bon développement printanier en largeur, un rythme de
croissance printanier éleve, des pétioles relativement longs et des infrutescences lourdes. Ces
populations sont tardives quant a 1’émission du bouton floral et proviennent des régions de

faibles altitudes.

Les populations présentant des stipules fortement colorées en anthocyanes, sont caractérisees

par un bon rythme de croissance printaniere en largeur et une durée de floraison longue.
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Les populations ayant une forme de feuille plus ou moins ronde, sont plus tardives lors de la
fin floraison, la pleine formation des gousses et donnent plus de gousses et de graines par

infrutescence.

Plusieurs caracteres liés au développement végétatif sont associés aux différents marqueurs
qualitatifs étudiés par rapport aux caracteres reproductifs et de production. Malgré cela, les
corrélations constatées chez certains caractéres relatifs a la reproduction et la production : fin
floraison, durée de floraison, pleine floraison et poids des infrutescences ont été fortement

significatives.
3.2 Analyse en composantes principales (ACP)

Afin d'illustrer la relation entre les variables morpho-phénologiques et biométriques (G1) et
déterminer celles qui contribuent le plus & la discrimination des vingt-six (26) populations, une
analyse en composantes principales a été réalisée. Vingt-sept (27) variables quantitatives, dont
deux facteurs écologiques (altitude et pluviométrie) des habitats naturels des populations, ont
été considérées.

Le plan 1-2 de I’ACP pris en compte, extrait 50.52 % de la variation totale. Ainsi, I’examen de
la figure 9, permet de constater que les variables phénologiques liés a la floraison, au
développement végétatif, la formation de gousses et la production (PRF, BF, PF, DPL, PRG,
DMG, DSH, LEV, VCP, DPH, DHL, NFP et PIF) sont respectivement, les mieux représentées
sur les deux axes. Douze (12) variables (PRF, BF, PF, DPL, PRG, DMG, DSH, LEV, VCP,
DPH, DHL, NFP), présentent une qualité > 58.14 %.

Trois (03) variables (PIF, VCH et FF), présentent un pourcentage variant de 50.38% a 42.37%.

Le reste des variables donnent une qualité de représentation < a 32.88% (Ann.2 ; Tab.45).

L’axe 1 représente la phénologie. Il détermine bien la précocité des populations et explique a
lui seule 30.023 % de [P’information. L’axe 1 est corrélé positivement avec les
variables phénologiques relatifs a la floraison et la formation des gousses (BF, PRF, PF, FF,

PRG, DMG) et négativement avec la date de levée des populations (DL) (Fig.12).

Pour I’axe 2 qui exprime I’architecture de la plante et sa production, celui-ci explique 20.495%
de I’information. Les valeurs les plus élevées situées sur le cOté positif de cet axe sont associées
aux variables relatives au développement végétatif (DHL, DPH, DPL, VCH et VCP) de la
plante et celles de sa production (NFP, PIF, LGR et PMG) (Fig.12).
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L’analyse de la dispersion des populations sur le plan1-2 de I’ACP, indique que celles-ci sont
réparties le long des axes 1 et 2 et se distinguent en trois principaux groupes morphologiques
(Fig.13). L’axe 1 oppose les populations du premier groupe (A) (2/10, 7/10, 11/10, 13/10,
25/10, 29/10, 38/10 et 39/10), tardives a la floraison et la formation de gousses, aux populations
du deuxiéme groupe (B) (6/10, 12/10, 18/10, 20/10, 21/10, 22/10, 23/10, 24/10 et 27/10),
tardives a la levée et précoces a la floraison et la formation des gousses.

L’axe 2 distingue sur son co6té positif les populations du groupe (C) (4/10, 37/10 et 19/10),
caractérisees par une bonne vigueur en terme de développement végétatif (longueur et largeur),
un bon rythme de croissance, une meilleure production de fleurs et des infrutescences plus

lourdes.
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Figure 12. Analyse en composantes principales: Cercle des corrélations des caractéres morpho-
phénologiques et biométriques quantitatifs chez 26 populations de ’espéce Trifolium subterraneum L.

Biplot (axes 1 et 2 : 50,52 %)
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Axe 1 (20,02 %)

Figure 13. Analyse en composantes principales : dispersion des 26 populations de I’espéce
Trifolium subterraneum dans le plan 1-2.
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3.3 Discussion
3.3.1 Variation morphologique et phénologique

Les résultats de la caractérisation morpho-phénologique ont mis en relief la présence d’une
large variabilité génétique au sein des populations de 1’espeéce Trifolium subterraneum L.
L’analyse de la variance indique que la plupart des caractéres considerés se sont revéleés trés
hautement significatifs. Ainsi, la variabilit¢ morphologique d’une espéce donnée est un

préalable a tout programme qui vise I’amélioration génétique (Arrouadi et al., 2006).

Pour les caractéres relatifs au développement végétatif, ’ensemble des populations ont
manifesté un développement végétatif appréciable au printemps par rapport a I’hiver. Certaines
populations (4/10, 37/10 et 19/10) se sont distinguées par un bon développement végeétatif
printanier particulierement en largeur, avec des rythmes de croissance accelérés. Les deux
premiéres populations (4/10 et 37/10) ont également exprimé des valeurs plus elevées

concernant le nombre de ramifications (NRR).

Des résultats similaires ont été avancés a travers différentes études de comportement portant
sur les populations naturelles algériennes (Issolah et al., 2016), francaises (Masson et al., 1996)
et une core collection et variétés australiennes (Abdi et al., 2020) de T. subterraneum. La méme
constatation a été rapportée a travers plusieurs travaux menés sur des populations naturelles du

genre Trifolium en Algérie (Issolah et al., 2006) et au Maroc (Bennani et al., 2010).

Le temps de floraison est généralement reconnu comme caractére principal affectant
I'adaptation des génotypes et des populations (Wallace et al., 1993). Chez le trefle souterrain,
ce trait s'est avéré depuis longtemps étre fortement lié au succes des génotypes dans des

environnements donnés (Rossiter, 1966).

Concernant le nombre moyen de jours d’apparition de la premiere fleur, les résultats de la
présente étude (106 jours) depuis la levée semblent proches de ceux rapportés par Issolah et al.,
(2016) (107 jours), dans leur étude sur dix populations algériennes de T. subterraneum.

Plusieurs études a travers le monde ont montré une large diversité pour la période de floraison
au sein des collections de T. subterraneum : en lItalie (Piano, 1984 ; Piano et al., 1993 ; Piano
& Pecetti, 1996 ; Pecetti & Piano, 2002), en France (Masson et al., 1996), en Australie
(Ghamkhar et al., 2015 ; Abdi et al., 2020) et en Allemagne (Baresel et al., 2018).
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Par ailleurs, I’étude des marqueurs morphologiques qualitatifs a révélé qu’une remarquable
diversité phénotypique caractérise les populations algériennes de T. subterraneum. Ainsi,
I’analyse des résultats relatifs a ces caractéres a permis de constater 1’existence d’une assez

importante variation des caractéres vegétatifs des feuilles notamment, les marques foliaires.

Les données obtenues pour ce caractere indiquent que la classe de marques foliaires « Croissant
+ bras », est la classe caractéristique de la plupart des populations investiguées. Ceci est
cohérent avec les résultats rapportés par Pecetti & Piano (2002) sur les populations italiennes
et Abdi et al., (2020) sur une core collection (rassemblée de divers pays notamment, la région

méditerranéenne) et cultivars australiens de T. subterraneum.

Il a été démontré que le trait des marques foliaires est hautement héritable et constitue la
caractéristique morphologique la plus distinctive et la plus variable (Nichols et al., 1996 ;
Nichols et al., 2013). Chaque marque foliaire est contrélée par un seul alléle a un locus unique
qui compte plus de trente alléles différents (Tan & Collins, 1987 ; Ghamkhar et al., 2012).

Concernant les caracteres des fleurs, cette étude a mis en évidence la présence d’une
pigmentation anthocyanique chez toutes les populations étudiées, ce qui semble étre différent
des propos de Pecetti & Piano (2002) chez les populations italiennes de T. subterraneum, dont
la plupart ne présentaient aucune pigmentation. Selon Nichols et al., (2013), ce caractere est
trés discriminant des deux sous especes de T. subterraneum (ssp. subterraneum et ssp.

brachycalycinum), dans laquelle la sous espéce brachycalycinum n’en présente jamais.

Ainsi, la forme des graines des populations de T. subterraneum étudiées, s’étend de la forme
ronde & ronde-allongée et aucune forme de graines aplaties n’a été observée chez ces
populations. Selon Katznelson et Morley (1965 In Nichols et al., 2013), cette derniére forme de

graines (forme aplatie) est propre a la sous espéce T.subterraneum ssp. brachycalycinum.

Les traits des graines sont tres utilisés dans la certification de semences et I’identification des
cultivars (Nichols et al., 1996) et également, dans la distinction entre les trois sous espéces de
T. subterraneum (ssp. subterraneum ; ssp. brachycalycinum ; ssp. yanninicum) (Nichols et al.,
2013).
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3.3.2 Variation biométrique

Les résultats de I’analyse de la variance ont mis en évidence une large variabilité concernant
les caracteres liés aux infrutescences, gousses et graines au sein des populations meres issues
du milieu d’origine (GO) et également entre les populations de la premiére descendance (G1)

de I’espéce T. subterraneum.

Différentes études menées sur la diversité génétique au sein des populations portugaises de T.
subterraneum (Gouléo et al., 1999) et entre différentes espéces de Trifolium (Issolah, 2006 ;
Medoukali et al., 2015) ont rapporté I'importance des caractéristiques des gousses et des graines

dans la variation intra- et interspécifique.

En effet, les résultats de la présente étude indiquent que les populations algériennes de T.
subterraneum posseédent des tailles moyennes des infrutescences (longueur et largeur)
relativement moins importantes (GO : 0.68 x 0.80 cm / G1 : 0.78 x 0.88 cm) comparativement

a certaines espéces du genre Trifolium.

Dans leur étude portant sur 12 espéces de Trifolium, Issolah & Abdelguerfi (1995) ont indiqué
des tailles d’infrutescences (longueur et largeur) plus importantes chez les especes: T.
spumosum (3.19 x 2.74 cm), T. repens (1.8 x 2.3 cm), T. bocconei Savi (1.80 x 0.67 cm), et T.
fragiferum (1.65 x 1.42 cm).

La longueur moyenne des infrutescences mesurée au cours de cette étude chez les populations
GO et G1 de T. subterraneum, s’est révélée légerement proche de la longueur signalée par
Zohary & Heller (1984), selon laquelle les infrutescences sont de 1cm de long. Porqueddu et

al., (2003) signalent que la longueur oscillerait entre 1-1.5 cm.

Collins et al., (1976) et Pecetti & Piano (1994) indiquent que la petite taille des infrutescences
du treéfle souterrain facilite leur enfouissement dans le sol, permet un développement normal

des graines, et facilite également son auto-ensemencement (Bullita et al.,1994).

Quant au nombre moyen de graines par infrutescences, nos résultats obtenus chez les
populations correspondants aux deux genérations (GO : 3.61/ G1: 4.37), étant legérement
supérieurs a ceux avancés par Gouldo et al. (1999) (3.46) pour les populations et variétés
portugaises de T. subterraneum. Chez les cultivars australiens, Mackay (1981) a signalé le
nombre 3 graines par infrutescences. Par ailleurs, Norman et al. (2005) ont cité le nombre de 3

a 4 graines par infrutescence pour les accessions méditerranéennes et australiennes.
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Dans le méme contexte, Zohary & Heller (1984) ont indiqué chez les variétés (sous especes) de
T. subterraneum, la présence de capitules contenant 4-6 fleurs et d’autres avec 2, 3 et 4 fleurs.
Quezel & Santa (1962) ont signalé par ailleurs, 2-7 fleurs par capitule.

D’autre part, notre étude a permis de signale, outre la variation inter-population notée pour les
nombres moyens de gousses et de graines par infrutescence chez les populations de GO et G1,
une variation intra-population a été nettement remarquée pour ces caractéristiques chez certains
individus au sein d'une méme population, en particulier, chez quelques-unes des populations
étudiées (24/10 : GO/ 26/10, 25/10, 19/10: G1). En effet, au sein de ces populations, les
individus présentent respectivement un maximum de huit (08), neuf (09) et jusqu'a dix (10)
gousses et graines par infrutescence. La variation observée chez ces populations nécessite une
attention particuliére pour étre sélectionnée et exploitée dans le développement de la production

de graines chez T. subterraneum.

La production de semences contribue non seulement a fournir une ressource estivale paturable
non négligeable, mais permet d’assurer aussi la régénération et la pérennisation du tréefle
souterrain (Abdelkefi & Marrakchi, 2000).

On ce qui concerne le nombre de graines par gousse, nos résultats rejoignent ceux de Zohary &
Heller (1984), qui ont rapporté chez le tréfle souterrain la présence d’une graine par gousse.
Toutefois, le nombre de deux (2) graines par gousse a été observé rarement chez quelques
individus de certaines populations algériennes de la premiere descendance (G1) (18/10, 20/10

et 26/10) analysées a travers la présente étude.

Les résultats relatifs a la taille moyenne des graines (longueur et largeur) obtenus chez les
populations méres et ceux de la premieres descendance (GO : 2.92 x1.93 mm/ G1 : 2.96 x1.87
mm) indiquent que celle-ci est relativement plus importante comparativement a celle avancée

(2.24 x1.88 mm) chez les specimens américains de T. subterraneum (Zoric et al., 2010).

Dans leur étude sur la morphométrie des graines de certaines espéces du genre Trifolium, Zoric
et al. (2010) ont constaté que la taille et le poids des graines de T. subterraneum étaient plus
importants par rapport a ceux des autres especes. Ces caractéristiques exceptionnelles des
graines pourraient étre expliquées par les conditions spécifiques de la fructification et du

développement des graines sous le sol (Zoric et al., 2010).

Les grosses graines offrent un avantage concurrentiel lors de I'établissement des semis(Carleton
& Cooper, 1972 ; Venable, 1992).
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Cocks et al. (1982) ont cependant constaté que les génotypes réussis de ssp. subterraneum

avaient tendance a avoir de petites graines.

Selon Russi et al. (1992), les trefles et les medic annuels a petites graines ont une plus faible
dégradation de I'imperméabilité de I'enveloppe de la graine induite par les fluctuations de

températures par rapport aux especes a grosses graines.

Le poids de mille grains donne une idée a priori sur la taille des graines (Lesins & Lesins, 1979).
Ainsi, les résultats du PMG (5.56 g) avancés par Issolah et al. (2016) sur les populations
algériennes appartenant a 1’espéce T.subterraneum ainsi que ceux de Zoric et al., (2010) chez
les spécimens américains (6.3 g) correspondant a T. subterraneum, se trouvent intermeédiaires
par rapport aux valeurs de PMG constatées a travers la présente étude, chez les populations

meres et la premiére descendance de T. subterraneum (GO : 5.45g / G1 : 7.01g).

L’¢tude de certaines lignées et variétés australiennes de T. subterraneum a indiqué des valeurs
de PMG variant de 1.14 g a 6.63 g (Varis et al., 1990).

Au sein du genre Trifolium, une étude portant sur 15 espéces spontanées a montré que les
valeurs de PMG varient de 0.16 a 5.50 g (Medoukali et al., 2015).

3.3.3 Classification infraspécifique

T. subterraneum, constitue un complexe hétérogéne, divisé en trois sous-especes
subterraneum, brachycalycinum et yanninicum. Pilluza et al. (2005), ont signalé que les
différences morphologiques entre les trois sous-espéces (ssp. subterraneum; ssp.

brachycalycinum ; ssp. yanninicum) de T. subterraneum sont tres remarquables et discernables.

Dans certaines régions d'Algérie, Trifolium subterraneum L. est représenté par trois variétés
(Subsp. subterraneum Var. subterraneum ; Var. brachycladum ; Var. flagelliforme) sur les huit
variétés (Subsp. subterraneum Var. subterraneum ; Var. brachycladum ; Var. majurculum ;
Subsp. brachycalycinum Var. brachycalycinum ; Var graecum ; Var. flagelliforme ; Var.
oxaloides ; Var. yanninicum) décrites chez cette espece (Zohary & Heller, 1984).

Dobignard & Chatelain (2012) et la flore du Magreb (eflore) (2018 In Chatelain et al., 2018)
ont signalé que I'espéce T. subterraneum est représentée en Algérie par deux sous-especes : ssp.

subterraneum et ssp. oxaloides.
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D'autre part, plusieurs accessions correspondant a T. subterraneum ssp. brachycalycinum
Katzn. & Morley ont été identifiées dans différentes régions d'Algérie (Relizane, Blida, Médéa,
Skikda, Oum EI Bouaghi) (Genesis, 2021).

Récemment, T. subterraneum ssp. subterraneum est décrit par le synonyme hétérotypique
suivant : Trifolium subterraneum var. brachycladum Gibelli & Belli. (Africain Plant Database,
2021).

T. subterraneum ssp. oxaloides est également décrit par les synonymes hétérotypiques
suivants : T. subterraneum ssp. brachycalycinum Katzn. & Morley (1965) et Trifolium

subterraneum var. flagelliforme Guss. (1854) (Africain Plant Database, 2021).

Ainsi, les caractéristiques de T. subterraneum ssp. subterraneum ont été rapportées par
plusieurs auteurs (Nichols et al., 1996, 2013 ; Ghamkhar et al., 2015).

Sur la base des résultats obtenus a travers la présente étude et liés a plusieurs caractéres
morphologiques qualitatifs et quantitatifs, notamment ceux concernant la présence d'une
pigmentation anthocyanique sur le tube du calice, la forme des graines, la bonne performance
d'enfouissement des infrutescences dans le sol, la taille plut6t courte des pédoncules floraux (ne
dépassant pas 5 cm) et des entre-nceuds, nous pouvons suggérer que les populations de T.
subterraneum, rencontrées dans différentes régions du Nord-Est algérien (Guelma, El Tarf,

Souk Ahras, Skikda, Constantine), correspondraient a la sous espéce subterraneum.

3.3.4 Relations avec les facteurs écologiques du milieu d’origine

La matrice des corrélations a mis en relief la présence de plusieurs corrélations significatives
entre les caractéres morphologiques, phénologiques et biométriques d’une part, et d’autre part,
entre certains de ces traits et les deux facteurs écologiques (altitude et pluviométrie) du milieu

d’origine des populations.

Ainsi, nos résultats indiquent que I’altitude a influencé quatre caractéres (rapport poids des
graines/poids des infrutescences, intensité des taches anthocyaniques diffuses, largeur du
croissant foliaire, pilosité de la tige). La pluviométrie intervient sur trois caracteres
(développement hivernal en hauteur, largeur du croissant foliaire, pilosité de la tige). Seuls les
caractéres qualitatifs (largeur du croissant foliaire, pilosité de la tige) ont subi I’influence

simultanée des deux facteurs du milieu d’origine (altitude et pluviométrie).
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L’effet de I’altitude est relativement plus prononcé par rapport a la pluviométrie du milieu
d’origine en ce qui concerne la variation de certains caractéres quantitatifs et qualitatifs chez

les populations de T. subterraneum.

Cette étude a montré que le rapport poids des graines/poids des infrutescences évolue avec
I’altitude, alors que Issolah et al. (2016), signalent, dans leur étude portant sur dix populations
algériennes spontanées de T. subterraneum, que les facteurs du milieu d’origine (Altitude et

pluviométrie) n’ont influencé aucun des caractéres végétatifs, reproductif et de production.

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que 1’altitude a influencé certaines caractéristiques physico-
chimiques des sols relatifs aux habitats naturels de plusieurs populations de T. subterraneum
(Issolah et al., 2015).

Au sein du méme genre (Trifolium), Medoukali et al. (2015), ne rapportent pas de relations
significatives entre les caractéristiques liées aux infrutescences, gousses et graines chez
plusieurs espéces de Trifolium et certaines caractéristiques écologiques du milieu d’origine des

populations.

Issolah & Abdelguerfi (1995, 2003 ; Issolah, 2006, 2018) ont montré que 1’altitude du milieu
d’origine des populations influence positivement le poids de mille grains chez T. campestre, T.
resupinatum et T. scabrum et intervient également, sur le nombre de gousses par infrutescence

et la longueur des infrutescences chez T. scabrum et T. campestre.

Lilley et al. (2001), signalent que les productions de graines et de biomasse chez T.
subterraneum sont beaucoup plus sensibles aux influences environnementales, en revanche, les
caractéres morphologiques tels que la hauteur de la plante et la taille des feuilles sont peu

sensibles.

Selon Piano & Pecetti (1996), 1’évaluation des relations entre la variation des traits adaptatifs
clés des populations naturelles italiennes de T. subterraneum et les caractéristiques écologiques
de leurs sites d'origine a fourni des modeles de sélection pour le développement de nouveaux

cultivars dans des régions données.

Nos résultats n’ont pas montré de relation entre les caractéres de floraison et les facteurs du
milieu d’origine des populations algériennes. Au sein d’une core collection et cultivars
australiens de T. subterraneum, Abdi et al. (2020) ont confirmé que certaines caractéristiques
spécifiques de la plante notamment le temps de floraison, sont associées a des facteurs

environnementaux sur leurs sites d'origine et sont donc adaptatives.
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Le temps de floraison est trés sensible a la latitude, a la température et aux précipitations
hivernales et annuelles (Piano, 1984 ; Piano et al., 1993 ; Pecetti & Piano, 2002 ; Abdi et al.,
2020 ; Enkhbat et al., 2021a). Néanmoins, Ghamkhar et al. (2015) excluent la présence de
corrélation entre le temps de floraison et les précipitations annuelles dans leur étude de la

collection mondiale de T. subterraneum.

Cependant, plusieurs études ont rapporté les effets de certains facteurs écologiques du milieu
d'origine sur la variation des traits morpho-phénologiques chez T. subterraneum. Ainsi, Piano
et al., (1993) ont montré I’effet de I’environnement du milieu d’origine sur quelques
caractéristiques morphologiques et le rendement en matiére séche chez les populations de T.

subterraneum provenant de Sicile.

Baresel et al. (2018) ont constaté que les plantes de T. subterraneum provenant de climats plus

chauds produisent davantage de biomasse.

Une croissance hivernale plus vigoureuse du trefle souterrain semble étre liée aux régions de
latitudes inférieures (Abdi et al., 2020). La longueur du pédoncule floral est associée a
l'augmentation du pH du sol (Abdi et al., 2020).

Chez T. subterraneum ssp. yanninicum, Enkhbat et al. (2021a) ont signalé que les hautes
altitudes et les précipitations estivales favorisaient les génotypes a floraison tardive avec de

grandes feuilles, de longs pétioles et d’entre-nceuds en début de floraison.

Ainsi, chez la méme sous-espece T. subterraneum ssp. yanninicum, la température moyenne
annuelle, les températures hivernales et estivales influencent le début de la floraison, la

longueur des pétioles et entre-nceuds (Enkhbat et al., 2021a).

Au sein du méme genre, les lignées précoces a la floraison chez Trifolium glomeratum,
proviennent des régions a printemps chaud et sec, alors que les lignées tardives proviennent des

régions a hiver froid et a printemps pluvieux (Woodward et Morley, 1974).

Chez Trifolium repens, la latitude du milieu d’origine des populations de la nouvelle Ecosse

influe sur le nombre de racemes par plante (Fraser, 1991).

Au sein de la méme famille (Fabaceae), plusieurs caractéres morpho-physiologiques chez les
populations de I’espéce Hedysarum coronarium sont influencés par I’altitude et la pluviométrie

du milieu d’origine de ces populations (Issolah & Khalfallah, 2007).
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Chez Medicago laciniata (Fabaceae), Chebouti et al. (2019), rapportent que les populations
issues des régions a fortes altitudes présentent un bon développement végétatif durant I’hiver

et le printemps et sont plus précoces en début de floraison et de formation des gousses.

Nos résultats ont mis également en évidence 1’existence de certaines corrélations significatives
entre certains marqueurs morphologiques qualitatifs (largeur du croissant, pilosité de la tige) et

les facteurs du milieu d’origine des populations considérées.

Par ailleurs, des relations ont été signalées chez le trefle souterrain entre la largeur du bras des
marques foliaires, la pigmentation anthocyanique, les traits de pilosité, la pluviométrie, la
latitude et le pH du sol (Abdi et al., 2020).

La largeur du bras des marques foliaires était associée a la fois a l'altitude, la longitude, la
température annuelle moyenne et aux températures d'hiver et d'été chez T. subterraneum ssp.
yanninicum (Enkhbat et al., 2021a), alors qu’aucune association entre la largeur du croissant et
les parametres éco-géographiques des habitats naturels n’a été constatée (Abdi et al., 2020 ;
Enkhbat et al., 2021a).

Abdi et al. (2020) ont suggéré l'implication des marqueurs morphologiques dans I'adaptation
environnementale chez cette espéce, ou les génes qui les contrélent peuvent étre liés a d'autres
genes contrdlant des traits adaptatifs. Dans ce sens, Francis & Millington (1965) et Kaur et al.
(2017) ont signalé que les QTL liés aux marques foliaires, a la pigmentation du calice et aux
isoflavonoides (formononétine, genisteine et biochanine) étaient associés a la méme région

chromosomique sur la carte génétique de T. subterraneum.

Par ailleurs, les résultats de ’analyse en composante principales ont mis en relief 1’existence
d’une grande variabilité intraspécifique concernant le développement végétatif, la précocité et
les caracteres de production. Une variation inter populations a également été signalée au sein

de la méme région, notamment la région de Guelma.

Plusieurs travaux ont rapporté la présence de variabilité morphologique au sein de la famille
des Fabaceae : Trifolium (Issolah, 1997 ; Issolah & Abdelgherfi, 2002, 2003, 2004 ; Bennani et
al., 2010 ; Issolah et al., 2012 ; Asci et al., 2011 ; Medoukali et al., 2015 ; Tucak et al., 2018),
Medicago (Haddiaoui et al., 2012 ; Chebouti et al., 2019 ; Kabtni et al., 2020), Hedysarum
(Issolah & Khalfallah, 2007 ; Gaad et al., 2012), Vicia (Bougrine et al., 2022).
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4. Etude caryologique

4.1 Etude des mitoses somatiques
4.1.1 Dénombrements chromosomiques

Les dénombrements chromosomiques chez les neuf populations naturelles Algériennes de

I’espéce Trifolium subterraneum L., sont effectués par 1’utilisation de la coloration classique de
Dyer (1963).

Le comptage des chromosomes a montré que les métaphases mitotiques de toutes les
populations étudiées, présentent un nombre de chromosomes diploide (2n= 16) (Fig. 14). En
effet, ce nombre est freqguemment observé chez les individus des populations 12/10 ; 13/10 ;
19/10 ; 20/10 et 33/10.

Cependant, les métaphases somatiques des quatre populations 22/10 ; 23/10 ; 25/10 ; 26/10, ont
présenté en plus du nombre caractéristique de I'espece (2n = 16), un second et nouveau nombre
de chromosomes (2n = 18), souvent rencontré au cours de cette étude chez ces dernieres

populations (Fig.14).

Les deux nombres de chromosomes (2n = 16 et 18) sont observés a l'intérieur des cellules d'un
méme individu, et également chez des individus différents de la méme population, ce qui
indique la présence chez I’espéce T. subterraneum, d’une variabilité chromosomique intra- et

inter-populations.

Suite a I’analyse de 15 individus par population, nous avons constaté que la variation des
nombres de chromosomes (2n=16 et 18) ne se trouve pas avec la méme fréquence chez ces

populations (Fig. 15).

La fréquence du nombre (2n=16) représente deux fois la fréquence du nombre (2n=18) (0,67
et 0,33; 0,64 et 0,36, respectivement) chez les populations 22/10 et 23/10, tandis que les
populations 25/10 et 26/10 ont indique des valeurs de fréquences tres proches (0,56 et 0,44 ;
0,5 et 0,46, respectivement) (Fig.15).
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Figure 14. Métaphases mitotiques des populations naturelles Algériennes de 1’espeéce Trifolium subterraneum
L. présentant les nombres de chromosomes 2n=16 et 2n=18 respectivement : (a) population 12/10 ; (b)
population 13/10 ; (c) population 19/10 ; (d) pop 20/10 ; (e) population 22/10 ; (f) pop 23/10 ; (g) population
25/10 ; (h) population 26/10 ; (i) population 33/10 ; (j) population 22/10 (2n=18) ; (k) population 25/10
(2n=18) ; (1) population 26/10 (2n=18). Fléche : satellites. Echelle : 2um (Bouziane et al., 2019).
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Figure 15. Fréquences des deux nombres de chromosomes (2n =16 et 18) chez quatre populations de
I’espéce Trifolium subterraneum L. (15 individus/population).
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4.1.2 Analyse du caryotype

La morphologie et la structure des chromosomes se sont révélées presque les mémes chez toutes
les populations (Tab. 15 a 18). Les résultats obtenus a travers la présente étude indiquent que
les chromosomes de 1’espéce T. subterraneum L. de 1’Algérie sont petits (Bouziane et al.,
2019).

En effet, la taille des chromosomes varie entre 1.02 um (23/10) et 3.01um (22/10) (Tab.16 et
15, respectivement). Les sommes des longueurs totales de I'ensemble des chromosomes sont
comprises entre 12.82 pum (25/10) et 18.87 um (22/10) (Tab.17 et 15, respectivement).

La valeur moyenne de la longueur totale des chromosomes (MLT) de I’ensemble des

populations étudiées est de 1.92 um.

Les résultats de cette étude indiquent aussi que la population 22/10 (2n=16) est caractérisée par
les valeurs les plus élevées concernant les parameétres retenus, en 1I’occurrence la moyenne des
longueurs des chromosomes qui donne une évaluation sur la taille du génome (2.36 um). De
plus, la plus grande premiere paire et huitieme paire (3,01um -1.72 um), caractérisent le

caryotype de cette population (22/10) (Tab.15).

Ainsi, les deux chromosomes supplémentaires présents chez les populations ayant la garniture
chromosomique (2n=18), possedent pratiquement la méme forme (Fig.16 a, Tab.16 et 18), leur
taille moyenne est de 1.09 pm.

Nos résultats indiquent également que les satellites sont localisés au niveau de la premiére paire

chromosomique chez I’ensemble des populations étudiées (Fig.16 a).

Une variation de la taille et une abondance de ces satellites est remarquée. En effet, les plaques
métaphasiques des populations (2n=16), présentent des satellites de tailles considérables par
rapport a ceux remarqués sur les plaques des populations (2n=18) avec 0.25 um £+ 0.022 ; 0.18
pm + 0.025, respectivement. D’autre part, ces satellites sont plus abondants sur les métaphases
des populations a 2n=18 par rapport a celles a 2n=16, leurs fréquences sont de 0.70 et 0.44,
respectivement (Fig.14).

Par ailleurs, les résultats de ’indice centromérique (Ic %) et le rapport entre le bras long et le
bras court (r), nous ont permis de déterminer les chromosomes homologues et de classer les
différents types chromosomiques. De ce fait, les caryogrammes des populations étudiées sont

caractérisés par la présence d’un seul type chromosomique métacentrique (m) (Fig. 16 b).
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Les valeurs de I’indice d'asymétrie las % (Arano & Saito, 1980), du rapport entre la plus grande

et la plus petite des paires chromosomiques (R) et de I’indice interchromosomique A2 (Romero

Zarko, 1986) donnent des indications sur I'évolution des chromosomes chez les plantes.

Les reésultats relatifs aux trois parameétres (R1:1.75 ; Rs=1.78), (11as%=54.48 ; 13as%= 55.81)
et (A2 =0.17 ; Axe) =0.19) (Tab. 15 et 17) sont faibles et indiquent que le caryotype (2n=16

m) est trés symétrique pour la taille et la forme. Il est donc primitif.

Néanmoins, bien que les indices d'asymétrie soient bas (l.as% : 56.69 ; lsas% 55.07) chez les

populations (2n=18), celles-ci ont montré un caryotype avec des tailles plus ou moins uniforme

sauf pour la neuviéme (9°™) paire. Ceci se refléte par des valeurs du rapport (R) et de ’indice

d’asymétrie interchromosomique A relativement élevées par rapport a celles enregistrées pour
le caryotype (2n=16) (Tab. 16 et 18).

Tableau 15. Données morphométriques du caryotype de Trifolium subterraneum L. en Algérie (population 22/10,

2n=16).

Paire chromo- BL (um) BC (um) LT (um) LTR d r Ic% Tc

somique
1 1.69 (0.41)* 1.32(0.26)* 3.01 159.36 0.37 1.28 4390 m-sat
2 142 (0.31) 1.26 (0.43) 2.68 141.96 0.17 113 4686 m
3 1.53(0.38) 1.08(0.35) 2.61 138.52 0.45 142 4133 m
4 1.26 (0.50) 1.09 (0.40) 2.35 124.38 0.17 115 4645 m
5 1.23(0.50) 1.05(0.43) 2.28 120.85 0.18 117 4598 m
6 1.18 (0.40) 1.05(0.31) 2.23 118.11 0.13 112 4712 m
7 1.05(0.29) 0.94(0.32) 1.99 105.65 0.11 112 4716 m
8 0.92 (0.31) 0.80(0.19) 1.72 91.17 0.12 115 4661 m

11as% =54.48 >TL=18.87 MLT=2.36 R1=1.75 Axn=0.17

Tableau 16. Données morphométriques du caryotype de Trifolium subterraneum L. en Algérie (population

23/10, 2n=18).

Paire chromo- BL (um) BC (um) LT (um) LTR d r Ic% Tc
somique
1 1.45(0.17) 1.05(0.14)* 2.50 146.23 0.40 1,38 42.06 m-sat
2 1.39(0.13) 1.02(0.16) 241 140.86 0.37 1,37 4227 m
3 1.33(0.11) 0.93(0.08) 2.26 132.46 0.39 142 4131 m
4 1.09 (0.32) 0.89(0.08) 1.98 116.14 0.20 1,23 4484 m
5 1.07 (0.25) 0.80(0.22) 1.87 109.50 0.27 1,33 4297 m
6 1,01 (0.24) 0.81(0.19) 1.82 106.51 0.21 1,26 4430 m
7 0.92 (0.25) 0.81(0.19) 1.73 101.41 0.11 1,13 46.86 m
8 0.85(0.30) 0.63(0.04) 1.48 86.93 0,21 1,34 4277 m
9 0.57 (0.24) 0.45(0.15) 1.02 59.96 0.11 1,25 4442 m
12a5%=56.69 >TL~=17.08 MLT=1.90 R2=2.45 A;(2)=0.25

BL : bras long ; BC : bras court ; LT : longueur totale des chromosomes ; LR (%o) : longueur relative ; d : bras
long - bras court ; r : bras long/ bras court ; 1c% : indice centromérique ; Tc : type chromosomique ; las % :

indice d’asymétrie ; R :

paire la plus longue/la plus courte ; >TL : longueur totale du lot chromosomique

diploide ; MLT : longueur totale moyenne; A;. indice d’asymétrie interchromosomique; (*): déviation

standard ; Sat : satellites (Bouziane et al., 2019).
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Tableau 17. Données morphométriques du caryotype de Trifolium subterraneum L. en Algérie (population 25/10,
2n=16).

Paire chromo- BL (um) BC (um) LT (um) LTR d r 1c% Tc
somique
1 1.14 (0.23)* 0.91 (0.02)* 2.05 159.96 0.22 1.24 4457 m-sat
2 1.12 (0.10) 0.82(0.01) 1.94 151.56 0.31 137 4214 m
3 0.96 (0.09) 0.80(0.01) 1.76 137.50 0.16 120 4560 m
4 0.99 (0.01) 0.73(0.02) 1.72 134.38 0.26 135 4230 m
5 0.83(0.06) 0.67 (0.02) 1.50 117.00 0.16 124 4450 m
6 0.80(0.02) 0.61 (0.15) 141 110.16 0.19 131 4309 m
7 0.73(0.06) 0.56 (0.20) 1.29 100.78 0.17 130 4341 m
8 0.60 (0.17)  0.56 (0.18) 1.15 90.04 0.04 108 4816 m
13as%0=55.81 YTL=12.82 MLT=16 R3=178 A2(3=0.19

Tableau 18. Données morphométriques du caryotype de Trifolium subterraneum L. en Algérie (population 26/10,
2n=18).

Paire chromo- BL (um) BC (um) LT (um) LTR d r Ic% Tc
somique
1 1.36 (0.49) 1.25(0.36)* 2.61 160.10 0.11 1.09 47.94 m-sat
2 1.22 (0.43) 1.04 (0.41) 2.26 138.20 0.18 117 46.01 m
3 1.25 (0.58) 0.90 (0.33) 2.15 131.45 0.35 138 4196 m
4 1.14 (0.50) 0.85 (0.39) 1.99 121.50 0.29 1.34 4275 m
) 1.00 (0.52) 0.75 (0.43) 1.75 107.40 0.25 133 4294 m
6 0.91 (0.38) 0.70 (0.28) 1.61 98.97 0.21 1.30 4350 m
7 0.82 (0.16) 0.68 (0.23) 1.50 92.08 0.14 120 4542 m
8 0.77 (0.30) 0.71 (0.25) 1.48 90.55 0.06 109 4788 m
9 0.56 (0.05) 0.47 (0.02) 1.03 62.48 0.09 1.20 4515 m
14as%=55.07 >TL=16.38 MLT=1.82 R4=2.54 A;«#=0.26

BL : bras long ; BC : bras court ; LT : longueur totale des chromosomes ; LR (%o) : longueur relative ; d : bras
long - bras court ; r : bras long/ bras court ; 1c% : indice centromérique ; Tc : type chromosomique ; 1as % :
indice d’asymétrie ; R : paire la plus longue/la plus courte ; Y TL : longueur totale du lot chromosomique
diploide ; MLT : longueur totale moyenne; A;. indice d’asymétrie interchromosomique; (*): déviation
standard ; Sat : satellites (Bouziane et al., 2019).
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Figure 16. Caryotype de I’espéce Trifolium subterraneum L. en Algérie. (a) métaphase somatique (2n=18,
pop 23/10) ; (b) caryogramme ; (c) Idiogramme ; fleche (satellites). Echelle : 2.5um (Bouziane et al., 2019).

4.2 Etude de la méiose

L’¢tude du comportement méiotique a montré que les neuf populations naturelles de I’espece

Trifolium subterraneum présentent une méiose normale et réguliére, avec une dominance des

bivalents au stade diacinese, métaphase | et Anaphase | (Fig.17).

Cela nous a permis d’authentifier le nombre haploide de base (x=8) pour les populations
(12/10; 13/10; 19/10; 20/10 ; 33/10), et également confirmer la présence des deux nombres
chromosomiques (2n =16 et 18) détectés lors de la mitose chez les quatre populations (22/10 ;
23/10, 25/10 ; 26/10) a travers ’apparition de deux nombres haploides de base (x=8) et (x=9)
observés a partir des différents boutons floraux étudiés. Par conséquent, les deux chromosomes

supplémentaires observés dans les plaques métaphasiques mitotiques (2n=18), constituent un

bivalent et forment ainsi, une paire de chromosomes de type A.

80



Etude biométrique, morpho-phénologique et caryologique de plusieurs populations Algériennes
de I'espéce Trifolium subterraneum L.

Figure 17. Phases de la méiose chez les populations naturelles de I’espéce Trifolium subterraneum L.
en Algérie. (a) Cellule mére du pollen, (b) Diacinese (population 22/10, n=x=8) ; (c) Diacinése (23/10,
n=x=9) ;(d) Métaphase | (population 23/10, n=x=8) ; (¢) Métaphase | (population 23/10 n=x=9) ; ()
Anaphase | ; (g) Télophase | ; (h) Télophase 11 ; (i) Tétrade. Echelle : 2 um (Bouziane et al., 2019).

4.3 Discussion

Cette étude a permis de mettre en évidence le nombre de chromosomes, le caryogramme,

I’idiogramme et I'asymetrie du caryotype des populations algériennes de T. subterraneum L.

Les métaphases mitotiques ont montré le méme nombre de chromosomes (2n=16) chez toutes
les populations investiguées (Bouziane et al., 2019). Le méme nombre a été rapporté par
plusieurs auteurs sur différents écotypes et variétés de diverses provenances (Senn, 1938 ;
Angelo, 1975, 1977, 1983 ; Zohary & Heller, 1984 ; Hezamzadeh Hijazi & Ziaeinasab, 2006 ;
Viz“intin et al., 2006 ; Falistocco et al., 1987, 2013), considérant x = 8, comme étant le nombre

de chromosomes ancestral de base chez I’espéce T. subterraneum.
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Les deux nombres chromosomiques (2n=16 et 18) mis en évidence a travers notre étude chez
quatre populations, sont observés au sein des cellules d’un méme individu, et également chez

des individus différents de la méme population (Bouziane et al., 2019).

Le nombre de chromosomes, en tant que l'une des variations génétiques, est extrémement

variable allant de faibles nombres a des nombres relativement élevés (Eroglu & Per, 2016).

Selon Siljak-Yakovlev (1996), un changement du nombre chromosomique de base d’une
espéce représente une dysploidie. Ce changement peut se produire soit dans le sens d'une
augmentation (dysploidie ascendante), soit d'une diminution (dysploidie descendante). Chez les
plantes, la dysploidie descendante semble étre la plus fréquente, elle résulte de Il'action
simultanée ou successive de plusieurs mécanismes cytogénétiques (translocation

rebertsonnienne, délétion...) (Siljak-Yakovlev, 1996).

Contandriopoulos (1978) signale des nombres de bases différents (2n = 30, 32 et 34) au sein de
I’espece Sideritis libanotica Labill. et indique que la dysploidie reste anarchique lorsqu’elle
n’aboutit pas a former des populations a caryotypes stables ayant leur propre répartition

géographique et présentant une différentiation morphologique particuliere.

Dans un tel cas, il semblerait plus judicieux de parler d'hyper et hypo- aneuploidie qui pourrait
présenter le début du mécanisme conduisant a la dysploidie, a condition que les individus
porteurs du nombre aneuploide arrivent a se multiplier puis a s'imposer dans la population
(Contandriopoulos ,1978).

Siljak-Yakovlev (1996) considére qu’un nombre chromosomique variable au sein d'une méme
population est a la fois comme un phénoméne d'aneuploidie et de dysploidie et qu’il est difficile

de tracer la limite entre ces deux phénomenes, surtout quand il s'agit de taxons polyploides.

La dysploidie intra spécifique représente une étape transitoire vers un changement définitif du
nombre chromosomique de base (Siljak-Yakovlev, 1996). Les populations dans lesquelles un
tel changement s'est produit et se fixe, représentent bien probablement, les ancétres directs de

futures especes dysploides (Siljak-Yakovlev, 1996).

Les variations du nombre de chromosomes de base caractérisent différentes especes diploides
du genre Trifolium, dans certains cas, ces variantes cytologiques se produisent dans la méme

espece (Falistocco et al., 2013).
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Brock (1953) a compté deux nombres chromosomiques différents (2n=12 et 16) chez I’espece
Trifolium subterraneum poussant dans diverses régions. Brock (1953) a suggéré que la
différence pourrait étre le résultat d’un réarrangement chromosomique sans perte de matériel
génétique.

Au niveau du genre Trifolium, deux nombres de bases (x =8 et 9) ont été mis en évidence au
sein des populations de deux especes : T. ornithopodiodes des iles britanniques (Rutland, 1941 ;
Mufioz-Rodriguez, 1995), et T. montanum var. montanum de la Péninsule Ibérique (Bleier,
1925a ; Mufioz-Rodriguez, 1995).

Issolah & Abdelguerfi (1999b) ont montré la présence de deux nombres de bases (x=5 et 6)

chez les populations algériennes de Trifolium scabrum.

Selon Pritchard (1969) et Zohary & Heller (1984), les espéces annuelles appartenant aux deux
sections méditerranéennes Trifolium et Trichocephalum, arrivées a un stade plus avancé de
I'évolution, présentent x= 8 et des nombres de bases (x= 7, 6 et 5), ou les quatre nombres

peuvent étre trouvés.

De méme, Uslu (2012) a montré que les taxons de la section Trifolium qui poussent en Turquie,
présentent les nombres (x= 6, 7 et 8).

Au sein de la tribu des Trifolieae, Darlington & Jamaki (1945) et Darlington & Wylie (1945)
ont signalé I’existence de trois nombres de bases (x=7, 8 et 9). Le dernier nombre de base (x=9)
était détecté en Europe chez I’espéce Trigonella ornithopodiodes L. (DC) (Darlington & Wylie
1945). Pour des raisons d’ordre taxonomique, 1’espéce Trigonella ornithopodiodes a été

reclassée dans le genre Trifolium (Allen & Allen, 1981).

Chez la famille des Fabaceae, plusieurs cas présentant plus d’un nombre de chromosomes de
base ont éte rapportés chez différents genres, notamment, Onobrychis, avec x = 7 et 8 (Hejazi
etal., 2010 ; Arslan et al., 2012) et Genista ou le nombre de chromosomes le plus commun est
2n = 48, a l'exception du nombre aneuploide 2n = 44 révélé chez Genista ovina (Bacchetta et
al., 2012).

D’autre part, la méme remarque a été faite chez les especes du genre Hedysarum, entre autres,
H. pallidum (2n =16 et 18) (Benhizia et al., 2003) ; H. coronarium (2n = 16 et 2n = 18) (Issolah
et al., 2006) et H. perrauderianum (2n= 32 et 18) (Benhizia et al., 2013).

Par ailleurs, dans la famille des Poaceae, la dysploidie a été constatée chez I’espece
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Lygeum spartum L. dont I’étude cytogénétique a révélé deux nombres chromosomiques de base
au sein de deux populations algériennes de différentes provenances (2n =16 et 40) (Abddaim-
Boughanmi et al., 2009). Selon ces derniers auteurs, la population (2n=40) correspondant a
Lygeum spartum, a également présenté une variabilité du nombre chromosomique au sein d’un

méme individu (Abddaim-Boughanmi et al., 2009).

Siljak-Yakovlev et al. (2017) ont montré chez I'hétérochromatine constitutive, que I’ADN riche
en GC et I'ARNr sont impliqués dans les réarrangements chromosomiques au cours du
changement du nombre de chromosomes de base chez les espéces méditerranéennes
appartenant au genre Reichardia Roth. (Asteraceae). Ces mémes espéces (R.dichotoma;
R.macrophylla ; R. albanica; R.gaditana ; R.tingitana ; R. picroides) sont caractérisées par
trois nombres de chromosomes de base (x = 9, 8 et 7) qui ont participé a I’évolution du genre

Reichardia dans la région méditerranéenne (Siljak-Yakovlev et al., 2017).

Concernant la taille des chromosomes, nos résultats (1.02-3.1um) semblent relativement
inférieurs a ceux trouvés par Falistocco et al. (2013) sur les accessions italiennes de Trifolium

subterraneum (2.5-3.5um).

D’autre part, cette taille des chromosomes parait trés proche de celle enregistrée chez I’espéce
T. lappaceum de I’Iran (3.03 pm), mais inférieure aux tailles rapportées chez d’autres especes
de Trifolium en Iran (T.angustifolium: 14.56 um; T. leucanthum : 12.32 um; T. tumens :
11.09 pm) (Alimardani et al., 2014).

Nos données sont également proches de celles trouvées pour certaines espéces de Trifolium en
Turquie, comme, T. echinatum (1.41-2.74 um) ; T. phleoides (1.73-2.78 um) (Uslu, 2012), et
semblent étre supérieures a celles enregistrées par kiran et al. (2010) chez T. speciosum Willd.
(0.99- 1.64 um) et T. campestris Scherb. (1.13-1.73 pum).

Chez T. subterraneum, la taille des chromosomes enregistrée a travers notre étude, est
relativement proche de celle signalée pour certaines especes des genres Hedysarum, Astragalus
et Asparagus en Algérie (Benhizia et al., 2003 ; Issolah et al., 2006 ; Benhizia et al., 2013 ;
Baaziz et al., 2014 ; Boubetra et al., 2017).

Nos résultats ont également indiqué des satellites localisés au niveau de la premiére paire

chromosomique chez I’ensemble des populations étudiées. La présence de satellites et leur

localisation sur la premiére paire chromosomique rejoint les résultats trouvés par Falistocco et

al. (2013) sur les accessions italiennes.
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Ainsi, selon Falistocco et al. (1987 ; 2013), ces satellites sont présents chez les trois sous
espéces de T. subterraneum (subterraneum, brachycalycinum, yanninicum), dont la taille peut
étre discriminante des trois sous espéces. La taille de ces satellites est plus importante chez
yanninicum et moyenne chez les deux autres sous especes (subterraneum et brachycalycinum)
(Falistocco et al., 1987).

Les résultats de cette étude ont montré que toutes les populations étudiées sont caractérisées par
des chromosomes métacentriques. Ceci concorde avec les résultats de Fallistocco et al. (2013)
sur les accessions italiennes, caractérisées elles aussi par des chromosomes métacentrigues,
alors que Angelo (1983) a décrit deux types chromosomiques métacentriques et sub-

métacentriques pour les écotypes espagnols.

Par ailleurs, deux types de caryotypes ont €té mis en évidence pour les accessions iraniennes :
le premier est constitué de huit paires métacentriques, le second caryotype est formé de 6 paires

métacentriques et deux paires submétacentriques (Hezamzadeh Hijazi & Ziaeinasab, 2006).

L'asymétrie du caryotype est un parameétre important dans les études caryologiques (Eroglu,
2015). Dans notre cas, le caryotype (2n=16) des populations algériennes de T. subterraneum
est tres symétrique pour la taille et la forme. Il est donc primitif. Ceci semble étre un trait
commun avec le caryotype de T. subterraneum de 1I’Italie (Falistocco et al., 2013), mais différe
de celui de I’Iran ou les populations de T. subterraneum (2n=16) sont caractérisees par une

faible symétrie intrachromosomique (Hezamzadeh Hijazi & Ziaeinasab, 2006).

En revanche, le caryotype des populations 2n = 18 est considéré comme relativement
symétrique en raison de la valeur élevée de I'asymétrie interchromosomique. Ainsi, Mufioz-
Rodriguez (1995) ne considere pas le caryotype de I’espéce Trifolium ornithopodioide (2n=18)
comme asymétrique, malgre la valeur élevée de I’indice d’asymétrie A> qui était egale a 0.20,
du fait que les tailles des paires chromosomiques sont plus ou moins uniformes sauf la premiére

paire qui était plus grande que les autres.

Chez I’espece Reichardia picroides (Asteraceae), Siljak-Yakovlev (1986) a suggéré qu’il s’agit
dans un tel cas, d'une symétrie secondaire due aux remaniements chromosomiques.

Par ailleurs, nos resultats relatifs a I'analyse de la méiose du pollen ont confirmé ceux obtenus
en mitose. Ainsi, nous avons constaté que les populations algériennes de T. subterraneum, sont

caractérisées donc par deux formules chromosomiques. La premiére, (2n=2x=16m)

(métacentriques) habituellement signalée, et la seconde (2n=2x=18m) revélée pour la premiere
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fois chez cette espece. Il est important de signaler que cette derniere formule est observée
particulierement chez les populations échantillonnées a partir de sites de hautes altitudes (800-
1110 m), appartenant a la méme zone biogéographique (Souk Ahras), caractérisés par une
pluviométrie élevée (700-900 mm). Par conséquent, la variation du nombre chromosomique
constatée au sein des populations de cette espece et I’apparition d’une nouvelle paire

chromosomique semble étre favorisée par ces deux facteurs (altitude et pluviométrie.

En effet, les mémes populations algériennes de tréfle souterrain, considérées a travers notre
étude, ont fait I’objet d’un travail antéricur relatif a la caractérisation écologique de 1’habitat
naturel de T. subterraneum en Algérie (Issolah et al., 2015). Ainsi, les résultats de cette derniere
étude ont montré que la variation des caractéristiques édaphiques, climatiques et
topographiques des sites de provenances de ces populations influence la répartition de cette

espece dans le Nord-Est de I’ Algérie (Issolah et al., 2015).

Abdelguerfi et al. (2006) indiquent que I’espéce T. subterraneum est plus présente dans les
régions fortement arrosées et humides. En Australie, Rossiter & Collins (1988a, 1988b) et
Cocks (1992) ont également observé une plus grande variabilité des populations de trefle

souterrain, dans les zones a forte pluviométrie.

Diverses études ont montré que les différences de provenance des populations et la variation
des facteurs environnementaux des sites d’origines peuvent expliquer les différences
intraspécifiques et pourraient avoir un effet sur les variations des nombres de chromosomes, le
niveau de ploidie, la structure chromosomique et I'asymétrie du caryotype chez certaines
espéces appartenant aux genres : Trifolium (Issolah & Abdelguerfi, 1999b ; Issolah, 2006) ;
Hedysarum (Issolah et al., 2006 ; Benhezia et al., 2013) ; Bellevalia et Muscari (Azizi et al.,
2016) et enfin Asparagus (Boubetra et al., 2017).

Les facteurs de ’environnement ont influencé également les parameétres du caryotype chez les
especes du genre Aegilops (Poaceae) (Baik et al., 2017). Des relations significatives ont éte
constatées entre D’altitude et la longueur totale du lot chromosomique et 1’asymétrie
interchromosomique d’une part et d’autre part, entre la pluviométrie et 1’asymétrie

intrachromosomique (Baik et al., 2017).

Selon Hayward & Breese (1993), les habitats naturels sont rarement, voire jamais, uniformes
dans I'espace et dans le temps et peuvent englober plusieurs micro-niches distinctes ou subir de

grandes fluctuations saisonnieres.
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Etant donné que Trifolium subterraneum, fait partie des espéces autogames, Allard & Adams
(1969) et Hayward & Breese (1993), signalent que les fluctuations et la variation des conditions
édaphiques dans le site d'origine déclenchent une sélection perturbatrice qui produit et maintien

des niveaux éleves de variabilité dans les populations sauvages chez les espéces autogames.

Dans une grande collection de germoplasme de subsp. subterraneum de Sardaigne, Piano &
Pecetti (1996) et Pecetti & Piano (2002), ont constaté que le niveau de complexité, pour divers
caracteres, variait grandement selon les populations et était influencé par les caractéristiques

climatiques des sites de collecte.

Malgré que I’espéce soit autogame avec des fleurs cléistogames, il existe une possibilité de
croisement occasionnel, et cette raréfaction exceptionnelle pourrait avoir une grande
importance pour I'évolution de Trifolium subterraneum (Katznelson et Morley, 1965 In Piano
& Pecetti, 1996). Marshall et Broué (1973) ont estimé le taux de pollinisation croisée des
populations australiennes du tréfle souterrain a 0,15%. La variation libérée par une hybridation
occasionnelle peut ensuite étre fixée par autofécondation et mise a la disposition des pressions

sélectives naturelles (Cocks, 1992b).

Selon Piano (1984), des populations naturelles de tréfle souterrain se sont formées par des amas
de plusieurs souches génétiquement distinctes ; de ce fait, les différentes populations se seraient
peut-étre croisées. Ceci expliquerait la variation chromosomique intra-population et inter

population observée (Piano,1984).

Par ailleurs, quatre populations de la méme région ont présenté le méme comportement
somatique (2n = 16 et 18) et méiotique (n=x=8 et n=x=9) au sein d’un méme individu et entre
individus différents. Ces quatre populations se seraient probablement formeées au sein de T.
subterraneum, suite a une évolution dans le temps, étant donné que cette espéce fait partie d’une
section « Trichocephaleum » considérée, selon Zohary & Heller (1984), comme la section la

plus évoluée par rapport aux autres sections du genre Trifolium.

Cette section est constituée donc d’espéces dont I’interaction, avec les caractéristiques
écologiques diverses de leur milieu d’origine, en particulier la région du Nord- Est de I'Algérie
(sites de collecte), favoriserait les réarrangements chromosomiques et les tendances évolutives

des populations naturelles a I’intérieur des espéces.
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Conclusion

Cette étude constitue une contribution a 1’évaluation et la valorisation des ressources
phytogénétiques du tréfle souterrain « Trifolium subterraneum L. ». Elle consiste en une
analyse de la diversité morphologique et caryologique chez 26 populations naturelles

collectées dans diverses régions éco- géographiques du Nord- Est de I'Algérie.

Les differentes approches morphologiques, phénologiques, biométriques et caryologiques

utilisées ont abouti & de nombreux résultats.

Les populations Algériennes de T. subterraneum ont présenté une performance intéressante
en terme de développement végétatif, notamment la capacité a couvrir le sol au printemps
mais aussi a produire un nombre important de gousses et de graines par infrutescence. Ce
potentiel mérite d’étre exploité pour développer le paturage, et par voie de conséquence,

1’élevage ceci d’une part, et d’autre part, la production de graines.

Les caracteres relatifs a la biométrie et a la phénologie de la plante sont plus importants,
comparativement aux marqueurs morphologiques qualitatifs, dont la variabilité est

relativement faible pour certains caracteres.

Des relations significatives ont été mises en évidence entre certains caractéres quantitatifs
d’une part, et d’autre part, entre quelques-uns de ces caracteres et certains marqueurs
morphologique qualitatifs. Ces derniers semblent étre fortement liés aux caracteres relatifs

a la reproduction et la production de la plante.

Les corrélations significatives établies entre certains caracteres quantitatifs, qualitatifs et les
facteurs du milieu d’origine des populations (Altitude et Pluviométrie), indiquent que
I’altitude semble jouer un réle plus important sur la variation morpho-phénologique et

biométrique observée chez les populations algériennes de T.subterraneum .

L’analyse en composantes principales (ACP), a mis en relief une large variabilité
phénotypique particuliérement, chez les populations issues d’une méme région (Guelma).
Les caracteres liés a la précocité, au développement végétatif de la plante et a la production,

ont permis de différencier trois groupes de populations.

Les résultats obtenus montrent également que certains caractéres quantitatifs (taille des
pédoncules floraux et des entre-nceuds) et qualitatifs (pigmentation du tube du calice, forme
des graines, degré d’enfouissement), correspondent beaucoup plus aux caractéristiques de la

sous espéce subterraneum.
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Ceci nous a permis de proposer la ssp. subterraneum, comme étant une catégorie infra
spécifique a laquelle appartiennent les populations algériennes de T. subterraneum, issues
des régions du Nord-Est du pays.

La plupart des caracteres morpho-phénologiques et biométriques analysés sur les
populations de la premiere descendance (G1), ont indiqué des différences tres hautement
significatives, dénotant une importante variabilité phénotypique intra spécifique et inter

populations.

Par ailleurs, 1’étude biométrique menée sur les 26 populations méres (G0), provenant des
habitats naturels et les populations de la premiére descendance (G1), a mis en évidence une
importante variabilité intraspécifique concernant les caracteres des infrutescences, gousses
et graines, chez les populations GO et G1, particulierement, les populations méres (GO).
L’analyse de la variance a fait ressortir des différences trés hautement significatives pour

tous les caractéres testés.

Les caracteristiques des graines et des infrutescences (longueur et largeur) discriminent
mieux les populations des deux générations par rapport aux caractéristiques de production
(nombre de gousses et de graines par infrutescence).

Ainsi, une variabilité intergénérations (GO et G1) est constatée concernant le poids de mille
grains et le poids des infrutescences, qui ont manifesté une augmentation chez la plupart des

populations de la premiére descendance (G1).

Le rapport poids des grains /poids des infrutescence s’est montré relativement homogéne

entre GO et G1, chez une grande partie des populations et donc chez 1’espéce.

En revanche, le test T de Student a permis de constater que les caractéristiques biométriques,
entre autres, la largeur des infrutescences, la taille des graines (longueur et largeur) et le
nombre de gousses par infrutescence, se sont révélés relativement plus stables entre GO et

G1, chez une grande partie des populations.

Certaines populations de Souk Ahras et Guelma se sont révélées plus stables du point de vue
taille des graines et nombre de gousses par infrutescence. Elles méritent de ce fait une

attention particuliére (valorisation et sélection).

Les résultats relatifs a 1’é¢tude caryologique portant sur la mitose et la méiose des neuf

populations de T.subterraneum révelent I'existence de deux nombres de chromosomes chez
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certaines populations. Le premier (2n = 2 x = 16) est frequent et caractérise habituellement
le tréfle souterrain, et le second nombre (2n = 2 x = 18), nouvellement observé au cours de
notre étude, est fréeqguemment détecté chez les populations provenant des régions de forte
altitude. Ces deux nombres chromosomiques ont été observés, chez la méme population,

voir également le méme individu.

Les résultats de la méiose montrent que I’espéce présente un comportement méiotique
régulier, confirmant la présence de deux nombres de chromosomes de bases (x=8 et 9) de
type A.

Deux formules chromosomiques caractérisent les populations de cette espece naturelle en
Algérie. La premiére : 2n=2x=16 m (métacentriques), avec un caryotype symétrique, pour
la taille et la forme, considéré comme primitif, et la seconde : 2n=2x=18 m, présentant un

caryotype relativement symétrique.

Au niveau des deux caryotypes établis, une paire satellifere est mise en évidence au niveau

de la premiere paire. Une variation de la taille et de la fréquence de ces satellites est observée.

Ces nouvelles données déterminées pour la premiére fois a travers la présente étude, indique
la présence d’une variation chromosomique inter et intra-populations chez T. subterraneum.
Ce fait suggére que les conditions géographiques des milieux d’origine des populations
pourraient avoir un effet sur les changements, dans la structure caryologique de ces

populations, en particulier 1’altitude.

De plus, I’espéce appartient a la section « Trichocephaleum », constituée d’espéces qui ont

tendance a évoluer en interagissant avec leur milieu.

Au terme de ce travail, ’espéce naturelle Trifolium subterraneum L. est dotée d’une
variabilite morphologique, phénologique, biométrique et caryologique importante sur
laquelle les facteurs écologiques du milieu d’origine (Altitude et pluviométrie) semble avoir

un effet plus ou moins prononcé.

A la lumiére des résultats obtenus, les performances diversifiées, décrites chez les
populations algériennes de T. subterraneum, nécessitent leur valorisation et préservation,

notamment dans la région Nord- Est du pays.

En perspectives, il conviendrait de :
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Mener des investigations sur ces populations naturelles a travers 1’ Algérie et élargir
le pool génétique local de cette espéce pour [’'utiliser dans un programme
d’amélioration et de création de variétés fourrageres performantes.

Etudier les aspects moléculaires pour une meilleure différentiation intraspécifique et
confirmer le statut taxonomique de ce germoplasme.

Etudier I’implication des facteurs écologiques du milieu d’origine (autres facteurs
que D’altitude et la pluviométrie) qui pourraient expliquer la variation morpho-
phénologique et biométrique.

Réaliser des analyses cytogénétiques moléculaires comparatives avec d’autres
populations de différentes origines pour mieux comprendre et identifier la nature du

processus d'évolution du génome des populations de 1I’espéce T. subterraneum.
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Annexe 1

Tableaux (1-23) : Résultats de I’analyse de la variance des caractéres morpho- phénologiques quantitatifs chez 26 populations algériennes de Trifolium subterraneum L.

Tableau 1. Date de levée (jours)

Tableau 2. Développement hivernal en hauteur (cm)

Populations Min Max Moyenne | Ecart-type | C.V (%) Populations Min Max Moyenne | Ecart -type CV (%)
12/10 15 51 34,13 12,25 35,9 11/10 1,2 58 2,97 1,18 39,73
21/10 21 44 32,47 7,65 23,57 17/10 11 53 2,91 1,26 43,21
22/10 17 51 32,25 10,98 34,03 7/10 11 7 2,77 1,45 52,23
3/10 21 44 31,13 8,3 26,65 16/10 11 5,7 2,58 1,38 53,57
23/10 21 48 30,8 9,65 31,32 38/10 13 4,5 2,55 0,95 37,13
18/10 21 44 30,27 9,14 30,19 3/10 0,9 55 2,55 1,40 54,95
27/10 21 51 30,07 10,94 36,4 4/10 0,7 5,25 2,50 1,10 43,97
26/10 21 51 29,37 8,68 29,55 10/10 1,2 5,2 2,46 1,12 45,63
17/10 21 48 29,14 9,77 33,54 23/10 11 4,1 2,43 0,90 36,88
24/10 21 44 28,33 7,6 26,84 29/10 1,2 6,5 2,43 1,24 51,1
10/10 17 44 28,13 9,54 339 39/10 13 53 2,37 0,96 40,34
6/10 17 48 27,82 8,36 30,04 37/10 13 33 2,25 0,68 30,03
37/10 15 38 27,07 7,87 29,07 26/10 14 48 2,23 0,79 35,51
7/10 21 44 25,87 6,08 23,51 33/10 0,9 43 2,22 0,86 38,97
16/10 15 38 258 8,22 31,87 2/10 1 4 2,13 0,85 39,88
20/10 21 38 25,67 6,9 26,9 13/10 11 4 2,09 0,93 44,54
25/10 15 51 25,53 8,92 34,93 2710 11 39 2,09 0,80 3841
19/10 20 38 25,53 5,58 21,85 20/10 0,7 31 2,09 0,61 29,37
13/10 21 44 25,53 6,98 27,33 22/10 11 2,5 2,04 0,42 20,75
33/10 15 38 25,36 6,23 24,55 6/10 0,4 35 1,96 0,88 45,04
29/10 15 38 24,69 7,04 28,5 19/10 1,2 2,7 1,90 0,59 30,83
4/10 20 31 23,67 4,37 18,46 24/10 0,8 31 1,74 0,56 32,35
11/10 17 38 23,47 5,48 23,33 18/10 0,8 2,7 1,69 0,59 34,85
2/10 15 31 22,27 6,45 28,98 25/10 1 32 1,69 0,58 34,12
39/10 15 38 20,4 6,41 17,75 21/10 0,8 2,7 1,66 0,53 32,06
38/10 15 24 20 3,62 32,07 12/10 0,5 35 1,59 0,78 48,87




Tableau 3. Développement hivernal en largeur (cm)

Tableau 4. Développement printanier en hauteur (cm)

Populations Min Max Moyenne Ecart -type CV (%)
37/10 6,5 27,2 13,97 534 38,23
2/10 3,2 21,9 13,11 4,93 37,62
19/10 5,48 20,8 13,00 4,48 34,48
4/10 7,8 19,78 12,42 3,79 30,48
39/10 34 19,2 10,39 4,76 45,84
16/10 2,7 18,1 10,19 4,85 47,56
38/10 2,1 20,5 9,70 5,74 59,22
26/10 2,3 18,7 9,11 4,44 48,77
10/10 3,5 224 8,80 5,05 57,4
23/10 2,3 20,7 8,79 511 58,12
21/10 4,3 16,5 8,77 3,13 35,66
25/10 1,8 16 8,58 4,24 49,39
29/10 2,5 18,7 8,49 3,98 46,92
13/10 1,3 18 8,38 5,24 62,53
11/10 2,5 17,5 8,36 3,67 43,91
3/10 18 17,5 8,32 4,37 52,57
33/10 2,3 17,2 8,20 3,65 44,54
17/10 1 15,9 7,99 4,30 53,87
20/10 2,1 14 7,94 3,91 49,18
18/10 15 15,8 7,87 4,21 53,48
6/10 1.4 16,75 7,66 4,16 54,33
22/10 3,35 12,3 7,48 2,55 34,1
27/10 3,3 16 7,36 4,14 56,27
24/10 19 13,7 7,03 3,46 49,2
12/10 2,3 13,8 6,70 3,39 50,52
7110 1,78 13,1 6,43 3,11 48,32

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V (%)

4/10 3,80 8,80 5,14 1,37 26,6
37/10 2,20 8,20 4,89 1,71 35,04
19/10 1,80 6,80 4,53 151 33,26
24/10 1,90 7,80 4,41 1,59 36,03
38/10 2,20 6,10 4,30 1,18 27,49
3/10 2,50 7,20 4,28 1,24 29,02
10/10 2,20 7,50 4,25 1,74 40,84
23/10 1,70 6,20 4,11 1,30 31,55
12/10 2,20 7,50 4,08 1,40 34,37
18/10 2,30 6,10 4,06 1,26 31

25/10 1,80 7,00 4,05 1,23 30,3
29/10 1,50 6,50 4,04 1,43 35,33
16/10 1,90 6,50 4,03 1,21 30,03
21/10 2,20 5,80 3,93 1,18 30,05
11/10 1,90 5,10 3,83 1,05 27,33
13/10 1,50 8,00 3,81 1,80 47,22
39/10 2,30 7,40 3,79 1,60 42,17
22/10 1,65 6,50 3,79 1,12 29,55
6/10 1,20 5,00 3,73 1,06 28,32
7110 1,90 5,50 3,67 1,05 28,75
17/10 2,00 5,20 3,65 0,83 22,75
20/10 2,10 6,10 3,62 1,23 33,88
26/10 1,50 5,40 3,60 0,93 25,83
2/10 1,80 5,20 3,54 0,86 24,25
33/10 2,10 4,90 3,40 0,96 28,25
27110 1,10 4,90 3,24 1,07 33,01

Annexe 1



Tableau 5. Développement printanier en hauteur (cm)

Tableau 6. Vitesse de croissance hivernale (cm/j)

Annexe 1

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V (%)
4/10 70 152,2 108,67 24,65 22,68
19/10 48,5 1315 102,19 23,32 22,82
37/10 38,1 137,3 98,61 28,75 29,15
10/10 51,5 124,1 91,31 25,29 26,47
13/10 53,3 131 88,42 23,79 26,91
3/10 54 110,7 87,07 16,08 18,46
11/10 39,4 136 84,46 27,14 32,13
18/10 43,9 122,3 81,3 20,74 25,51
2/10 455 137 80,91 30,51 3771
16/10 38,7 1175 80,59 29,29 36,35
17/10 56,3 114,1 79,35 16,01 20,17
21/10 17,5 136,5 77,89 30,04 38,57
38/10 35,2 138 77,7 28,39 36,53
7/10 37,2 120,7 77,67 20,56 34,51
33/10 35 1215 76,64 22,62 29,51
29/10 33 107,8 74,7 20,65 27,65
39/10 353 117,2 74,35 24,61 331
6/10 12,5 115,5 73,64 25,41 34,51
25/10 40,1 114,5 73,46 20,33 217,67
24/10 17,7 113,8 70,07 23,64 33,74
12/10 19,4 126 69,42 27,42 39,5
26/10 35 95,5 68,85 17,71 25,72
27/10 18,2 107 68,19 28,43 41,7
23/10 255 126,5 67,1 28,98 43,19
22/10 257 78,79 61,06 20,77 34,01
20/10 12,3 95,5 54,91 22,32 40,64

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V (%)
19/10 0,07 0,58 0,22 0,14 64,18
3710 0,08 0,34 0,19 0,07 36,29

2/10 0,05 0,34 0,18 0,08 43,17
26/10 0,03 0,46 0,16 0,13 80,83
4/10 0,10 0,24 0,16 0,04 2791
16/10 0,04 0,24 0,13 0,06 46,69
2710 0,05 0,48 0,13 011 85,09
39/10 0,04 0,25 0,13 0,06 46,4
21/10 0,07 0,23 0,12 0,04 35,46
23/10 0,03 0,26 0,12 0,07 54,74
10/10 0,06 0,29 0,12 0,06 53,43
29/10 0,03 021 0,12 0,04 37,42
38/10 0,03 0,24 0,12 0,07 57,1
3/10 0,02 0,22 0,12 0,05 46,06
17/10 0,01 0,22 0,11 0,06 55,11
25/10 0,02 0,20 0,11 0,05 47,44
22/10 0,06 021 0,11 0,04 33,69
18/10 0,02 021 0,11 0,06 53,56
13/10 0,02 0,23 0,11 0,07 61,08
33/10 0,03 0,21 0,11 0,05 41,53
11/10 0,04 0,21 0,11 0,04 41,79
20/10 0,03 0,18 0,10 0,05 49,69
6/10 0,02 021 0,10 0,05 50,01
12/10 0,03 0,22 0,10 0,05 53,1
24/10 0,03 0,19 0,10 0,05 48,2
7/10 0,03 0,17 0,08 0,04 47,1




Tableau 7. Vitesse de croissance printaniére (cm/j)

Tableau 8. Nombre de ramifications / Rameau plus vigoureux

Annexe 1

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V(%)
4/10 1,00 2,21 1,60 0,37 23,1
19/10 0,65 1,85 1,49 0,35 23,39
37/10 0,46 2,04 1,41 0,44 31,05
10/10 0,60 1,98 1,38 0,44 32,11
13/10 0,87 2,08 1,33 0,37 27,74
3/10 0,71 1,75 1,31 0,28 21,03
11/10 0,59 2,08 1,27 0,42 32,97
18/10 0,62 1,88 1,22 0,33 27,28
17/10 0,79 1,77 1,19 0,26 2191
7/10 0,55 1,79 1,19 0,32 27,05
16/10 0,54 1,75 1,17 0,42 35,84
21/10 0,17 2,13 1,15 0,49 42,41
33/10 0,40 1,87 1,14 0,38 33,25
38/10 0,46 1,96 1,13 0,41 36,5
2/10 0,44 1,99 1,13 0,50 444
29/10 0,51 1,66 1,10 0,31 28,53
6/10 0,19 1,77 1,10 0,39 35,78
25/10 0,60 1,64 1,08 0,32 29,22
39/10 0,51 1,71 1,07 0,35 33,28
24/10 0,26 1,74 1,05 0,39 36,66
12/10 0,29 2,03 1,05 0,44 42,42
27/10 0,06 1,58 0,99 0,48 48,83
23/10 0,31 1,89 0,97 0,45 46,04
26/10 0,15 1,52 0,97 0,38 39,34
22/10 0,38 1,16 0,89 0,31 34,73
20/10 0,01 1,36 0,78 0,36 45,59

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V(%)

4 3,0 14,0 6,93 3,41 52,17
37/10 4,00 12,00 6,73 2,37 35,26
2/10 3,0 12,0 6,60 2,97 45,02
25/10 4,0 12,0 6,53 2,42 36,98
18/10 1,0 12,0 6,53 3,07 46,95
29/10 2,0 14,0 6,42 3,65 56,83
33/10 3,0 14,0 6,05 2,68 44,25
38/10 2,0 16,0 6,00 3,30 54,92
27/10 2,0 12,0 6,00 3,02 50,4
19/10 2,0 14,0 5,80 3,41 58,72
26/10 2,0 14,0 5,61 2,73 48,66
39/10 2,0 10,0 5,47 2,36 43,1
17/10 3,0 8,0 5,43 1,45 26,71
24/10 2,0 9,0 5,40 2,10 38,84
11/10 2,0 10,0 5,13 2,45 47,64
6/10 2,0 14,0 5,09 2,86 56,22
21/10 3,0 9,0 5,07 1,94 38,38
10/10 2,0 11,0 5,07 2,71 53,52
3/10 3,0 11,0 5,07 2,37 46,86
23/10 2,0 7,0 5,00 1,69 33,81
20/10 2,0 7,0 4,53 1,55 34,24
13/10 2,0 7,0 4,40 1,64 37,25
12/10 2,0 6,0 4,38 1,09 24,85
7/10 2,0 7,0 4,33 1,35 31,04
22/10 2,0 54 4,27 1,29 30,19
16/10 2,0 6,0 3,53 1,36 38,37




Tableau 9. Longueur de la foliole centrale (cm)

Tableau 10. Largeur de la foliole centrale (cm)

Annexe 1

Populations Min Maxi Ecart-type Moyenne C.V (%)
10/10 1,10 2,10 0,25 1,35 18,59
17/10 1,00 1,60 0,19 1,32 14,58
27/10 0,60 1,80 0,29 1,31 21,89
16/10 0,90 2,10 0,31 1,29 23,83
29/10 1,10 2,40 0,32 1,29 25,09
23/10 0,90 1,60 0,20 1,28 15,4
37/10 0,90 1,50 0,19 1,27 14,68
3/10 0,80 1,80 0,29 1,27 23,24
39/10 0,70 2,10 0,33 1,27 26,3
11/10 0,70 1,70 0,22 1,26 17,7
19/10 0,80 2,10 0,30 1,25 24,1
33/10 1,10 1,50 0,12 1,23 9,85
21/10 0,90 1,70 0,24 1,21 19,42
4/10 1,10 1,50 0,14 1,21 11,49
2/10 0,80 1,60 0,18 1,21 14,85
13/10 1,10 1,80 0,20 1,21 16,42
25/10 1,10 1,40 0,11 1,20 8,91
18/10 0,80 1,60 0,22 1,19 18,26
7110 0,90 1,80 0,21 1,17 18,07
26/10 0,80 1,50 0,17 1,17 14,94
20/10 0,70 1,50 0,22 1,16 18,66
12/10 0,60 1,90 0,28 1,15 24,19
6/10 0,80 1,22 0,12 1,11 10,8
38/10 0,60 1,30 0,17 1,10 15,37
24/10 0,80 1,60 0,19 1,07 18,12
22/10 0,50 1,22 0,23 1,07 21,16

Populations Min Maxi Ecart-type Moyenne C.V (%)
10/10 0,95 1,90 0,24 1,43 17,52
23/10 0,85 1,70 0,23 1,40 16,24
37/10 1,05 1,65 0,19 1,40 13,83
27/10 0,90 1,85 0,25 1,39 18,1
7/10 0,90 1,95 0,26 1,38 19,01
18/10 0,95 1,85 0,27 1,35 20,29
17/10 0,90 1,75 0,28 1,35 20,45
3/10 0,75 1,90 0,30 1,34 22,04
33/10 1,10 1,80 0,18 1,34 13,58
13/10 1,05 1,95 0,25 1,34 18,83
2/10 0,90 1,65 0,21 1,33 15,76
21/10 1,05 1,65 0,19 1,31 14,87
16/10 0,90 1,95 0,25 1,31 19,34
11/10 0,65 1,70 0,23 1,29 18,14
20/10 0,50 1,75 0,30 1,26 23,72
39/10 0,55 1,90 0,33 1,26 26,3
29/10 0,60 1,90 0,31 1,25 24,56
19/10 0,95 1,70 0,24 1,24 19,6
25/10 0,90 1,55 0,20 1,23 16,25
12/10 0,55 1,75 0,36 1,20 30,15
22/10 0,95 1,28 0,13 1,18 10,96
26/10 0,60 1,55 0,23 1,18 19,5
38/10 0,90 1,45 0,15 1,16 13,26
24/10 0,80 1,75 0,23 1,15 20,15
4/10 0,65 1,75 0,26 1,13 23,27
6/10 0,80 1,28 0,17 1,10 15,37




Tableau 11. Longueur du pétiole (cm)

Tableau 12. Longueur du pédoncule floral (cm)

Annexe 1

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V (%)
3/10 2,8 10,0 4,39 1,7 2,84
39/10 2,9 57 4,37 0,8 14,84
23/10 2,2 6,5 4,05 1,2 1,99
2/10 2,3 6,2 4,05 1,2 14,66
12/10 2,4 6,1 4,05 11 16,12
10/10 2,3 6,1 4,04 1,0 6,54
11/10 2,7 5.8 3,95 0,9 1,48
4/10 2,6 5,9 3,92 1,0 15,26
24/10 2,1 71 3,85 1,4 37,84
2710 15 9,2 3,84 2,0 6,21
13/10 2,0 5,9 383 0,9 28,43
29/10 2,5 57 3,62 0,8 7,97
19/10 2,1 52 3,61 11 1,89
22/10 2,3 6,2 3,60 0,8 16,21
38/10 2,7 4,9 3,57 0,6 8,61
20/10 0,8 79 3,56 15 15,83
18/10 2,3 57 3,55 0,9 6,34
37/10 2,4 4,6 3,42 0,7 2,68
16/10 2,3 6,1 3,31 0,9 11,35
33/10 2,0 59 3,27 1,2 26,30
17/10 15 50 3,26 0,8 13,00
7/10 2,1 4,1 3,19 0,5 21,15
25/10 1,7 7,7 3,17 1,4 45,88
26/10 1,2 51 3,09 1,0 14,37
21/10 1,6 54 3,07 1,0 3,57
6/10 2,1 3,6 2,74 0,5 10,16

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V (%)
2710 1,10 8,70 4,53 2,09 1,69
11/10 2,70 6,10 4,19 1,01 7,13

3/10 2,80 6,80 4,15 1,08 7,22
13/10 2,50 6,60 4,01 1,17 41,49
39/10 1,20 7,60 3,94 1,65 14,31
3710 2,60 6,10 3,89 1,00 9,33
17/10 1,80 6,40 3,87 1,39 8,88
29/10 2,30 5,10 3,73 0,93 12,78
23/10 1,20 6,70 3,62 1,45 14,99
10/10 2,30 4,90 3,60 0,83 27,41

2/10 2,70 5,10 3,60 0,65 24,23

7/10 1,10 4,70 3,51 1,05 5,78
19/10 1,30 5,50 3,50 1,08 8,09
16/10 1,70 5,90 3,43 1,34 1,76
22/10 2,40 4,30 3,42 0,43 19,62
33/10 1,60 4,60 3,32 1,13 9,30
20/10 1,10 6,90 3,25 1,40 11,83
24710 1,20 5,80 3,20 1,36 48,01
26/10 1,60 4,90 3,14 0,97 5,55
18/10 1,20 4,90 3,14 1,13 18,89
25/10 1,50 5,40 3,04 1,09 31,94

4/10 1,90 4,40 3,03 0,75 24,55
21/10 1,80 5,20 2,99 1,03 19,45
12/10 1,10 4,50 2,90 1,03 17,83

6/10 1,10 4,10 2,84 1,11 23,81
38/10 1,20 4,10 2,71 0,80 37,21




Tableau 13. Longueur des entre-Neeuds (cm)

Tableau 14. Premier bouton floral (jours)

Annexe 1

Populations Min Max Moyenne Ecart-type | C.V (%)
16/10 5,22 5,8 5,51 0,29 5,26
29/10 4,54 5,73 5,12 0,6 11,62
19/10 4,72 53 5 0,29 5,82
27/10 45 55 4,96 0,5 10,15

2/10 4,57 5,29 4,9 0,37 7,45
24/10 4,52 5,29 4,88 0,39 7,94
12/10 3,5 5,66 4,86 1,19 24,39
13/10 4,14 59 4,85 0,93 19,13

4/10 4,5 4,93 4,78 0,24 5,03
11/10 47 4,8 4,76 0,05 1,11
33/10 4,33 51 4,67 0,39 8,41
18/10 42 51 4,63 0,45 9,73

3/10 42 4,84 4,57 0,33 7,25
23/10 3,86 55 4,56 0,85 18,6

7/10 3,2 55 4,52 1,19 26,25
37/10 3,39 5,38 4,52 1,02 22,6
17/10 3,78 5,23 4,5 0,73 16,1
25/10 3,4 55 4,45 1,05 23,6
26/10 3,45 5,38 4,44 0,97 21,75
10/10 3,5 5 4,42 0,8 18,2
22/10 3,5 5,32 4,41 0,91 20,63
38/10 4,22 4,5 4,36 0,14 3,21
39/10 3,5 5,11 4,31 0,81 18,69
21/10 4,02 4,66 4,28 0,34 7,91
20/10 3,2 4,76 3,98 0,78 19,6

6/10 3,66 3,94 3,8 0,14 3,68

Populations Min Max Ecart-type Moyenne C.V (%)
38/10 101 129 111,47 8 7,18
39/10 89 121 107,87 7,83 7,26
7/10 92 121 107,67 7,27 6,75
13/10 97 125 107,53 8,13 7,56
11/10 90 125 107 9,5 8,88
2/10 94 115 105,8 6,37 6,02
29/10 90 131 105,38 8,75 8,31
16/10 82 121 104,13 9,58 9,2
33/10 90 113 103,35 6,2 6
4/10 97 112 103,13 4,6 4,46
10/10 83 126 102,27 11,88 11,61
24/10 96 115 102,2 4,89 4,78
17/10 86 118 102,11 9,15 8,97
23/10 83 121 101,73 10,56 10,38
3/10 88 121 101,2 9,08 8,97
25/10 81 119 101,13 10,29 10,17
26/10 86 106 100,66 4,93 4,89
27/10 84 118 100,47 10,23 10,18
20/10 87 107 100,07 6,44 6,44
19/10 90 105 100,07 45 4,49
6/10 80 108 99,98 7,86 7,87
18/10 86 111 99,87 7,9 7,91
21/10 88 109 99,13 5,79 5,84
22/10 82 105 98 8,56 8,74
37/10 84 107 97,93 8,08 8,25
12/10 71 115 96,83 11,74 12,12




Tableau 16. Pleine floraison (jours)

Annexe 1

Tableau 15. Premiere fleur (jours)
Populations Min Max Ecart-type | Moyenne C.V (%)

38/10 106 133 1154 79 6,85
7110 98 125 1124 7,4 6,59
39/10 94 127 111,87 8,44 7,55
13/10 101 127 111,13 8,11 7,3

11/10 94 129 110,8 9,49 8,56
29/10 95 133 109,31 8,01 7,33
2/10 96 118 108,67 6,6 6,07
16/10 86 125 108,2 9,6 8,87
33/10 94 117 107,61 6,28 5,84
17/10 91 121 106,5 8,44 7,93
10/10 88 129 106,4 11,89 11,18
24/10 101 121 106,33 5,02 4,72
23/10 88 125 106,2 10,5 9,89
25/10 88 122 106,13 8,03 7,57
4/10 100 115 106,13 4,52 4,26
3/10 92 125 104,93 9,04 8,62
26/10 91 109 104,78 4,46 4,25
27/10 88 121 104,6 10,07 9,63
6/10 84 116 104,24 8,12 7,79
18/10 90 115 103,93 8,12 7,81
20/10 93 111 103,87 6,08 5,85
19/10 94 108 103,6 4,32 4,17
21/10 92 112 103,13 5,34 5,18
22/10 85 109 101,59 8,92 8,78
37/10 87 111 101,27 7,98 7,88
12/10 74 121 101 11,93 11,82

Populations Min Max Ecart-type Moyenne C.V (%)
38/10 118 154 128 8,97 7,01
7110 109 142 126,2 7,59 6,01
39/10 108 139 125,33 8,76 6,99
11/10 104 144 122,73 10,78 8,78
29/10 115 145 122,49 7,31 5,97
13/10 108 139 122,2 8,77 7,18
2/10 115 131 121,87 4,61 3,78
16/10 98 136 121,2 11,19 9,24
25/10 104 136 120,93 8,8 7,28
33/10 104 131 120,81 6,82 5,65
4/10 111 127 119,8 4 3,34
19/10 108 126 119,47 5,76 4,82
23/10 102 139 119,33 10,55 8,84
10/10 102 139 119,13 10,37 8,71
26/10 104 126 119,13 4,68 3,93
17/10 105 129 119,05 7,31 6,14
37/10 101 188 118,53 20,39 17,2
24/10 108 132 118,33 6,68 5,65
6/10 98 129 117,42 8,76 7,46
27/10 94 135 117 11,43 9,77
18/10 104 129 116,73 7,37 6,32
21/10 105 126 116,4 5,87 5,04
3/10 104 129 116,4 8,05 6,92
20/10 105 122 116 571 4,92
22/10 98 127 115,57 9,52 8,24
12/10 95 133 114,53 10,6 9,25




Tableau 17. Fin Floraison (jours)

Tableau 18. Durée de floraison (jours)

Annexe 1

Populations Min Max Moyenne | Ecart-type C.V (%)

25/10 137 176 162,6 11,15 6,86
11/10 150 186 161,47 10,29 6,73
19/10 142 168 154,87 6,66 43
4/10 148 164 153,8 4,63 3,01
38/10 143 171 153 6,57 4,29
20/10 130 167 152,6 10,64 6,97
13/10 133 163 152,4 7,49 4,92
29/10 139 165 151,67 6,65 4,39
33/10 134 161 151,33 6,6 4,36
39/10 128 160 150,6 7,91 5,25
17/10 127 162 150,27 10,12 6,73
7/10 137 165 150,2 6,98 4,65
2/10 138 160 150,07 6,97 4,65
10/10 138 164 149,8 7,43 4,97
16/10 123 167 149,27 10,77 8,78
21/10 133 165 149 10,15 6,81
6/10 135 159 148,87 7,08 4,76
12/10 130 174 148,73 14,76 9,92
18/10 126 162 148 10,55 7,13
26/10 132 153 147,8 5,17 3,5
3/10 129 168 145,47 10,32 71
23/10 119 157 145,4 9,34 6,42
22/10 122 156 143,87 11,4 7,92
24/10 131 156 143,53 7,52 5,24
37/10 124 155 143,07 10,01 7

27/10 121 156 142,87 10,8 7,56

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V (%)

25/10 45 66 56,6 11,96 11,96
19/10 41 67 51,27 12,69 12,69
11/10 30 71 50,67 22,86 22,86
20/10 37 61 48,73 13,71 13,71
12/10 33 63 47,73 16,56 16,56
4/10 38 56 47,67 10,48 10,48
21/10 31 59 45,87 18,91 18,91
6/10 37 51 44,63 11,2 11,2
18/10 33 67 44,07 22,11 22,11
17/10 32 51 43,77 14,12 14,12
33/10 30 51 43,73 10,37 10,37
10/10 27 57 43,07 23,28 23,28
26/10 33 46 43,03 7,48 7,48
22/10 30 50 42,5 11,3 11,3
29/10 32 54 42,36 14,46 14,46
37/10 35 46 41,8 91 91

13/10 27 56 41,27 19,59 19,59
2/10 33 49 41,13 12,76 12,76
16/10 28 56 41,07 20,52 23,33
3/10 23 59 40,53 23,79 23,79
23/10 23 49 39,2 22,1 22,1
39/10 33 50 39,13 11,74 11,74
2710 30 45 38,27 12,08 12,08
7/10 25 57 37,8 23,67 23,67
38/10 21 47 37,6 19,33 19,33
24/10 24 52 37,2 21,02 21,02




Tableau 20. Premiére gousse (jours)

Annexe 1

Tableau 19. Nombre de fleurs /plant

Populations Min Max Moyenne | Ecart-type | C.V(%)
37/10 81 337 143,8 65 50,52
4/10 59 276 143,3 64,6 44,58
24/10 48 299 138,1 76,8 55,59
19/10 39 328 127,4 74,4 58,43
2/10 45 315 1249 83,8 67,11
13/10 19 315 110,2 92,9 83,56
16/10 16 302 109,3 95,4 87,23
18/10 35 215 104,1 57,3 55,06
29/10 29 283 100,3 70,9 70,58
11/10 33 182 99,1 58,4 58,95
20/10 21 221 96,4 66 66,8
25/10 16 246 88,6 71 79,66
10/10 38 198 87,3 49,4 56,52
23/10 25 198 85 495 61,49
33/10 37 144 80,21 32,3 40,27
38/10 34 198 79,4 44 55,27
3/10 21 169 79,3 42,4 53,86
7110 32 183 79,2 448 56,55
12/10 23 169 74,2 52,8 70,55
6/10 17 237 73,4 51,6 69,33
17/10 17 194 73,2 50,2 67,58
39/10 21 165 66,2 448 67,03
21/10 17 135 66 37,43 56,72
22/10 16 92,55 63,01 29,23 44,94
27/10 15 318 62 79,4 129,24
26/10 19 92,55 61,18 27,65 45,19

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V(%)
7110 116 153 128,93 9,5 7,37
38/10 115 152 127,47 9,23 7,24
39/10 105 143 126,07 9,28 7,37
13/10 111 139 123,67 7,22 5,84
25/10 109 133 123,2 7,13 5,79
4/10 111 129 123 5,17 4,2
29/10 112 142 122,83 6,47 5,27
2/10 111 131 122,67 5,85 4,77
11/10 105 145 122,27 11 8,99
24/10 110 132 120,87 511 4,23
16/10 96 134 119,53 11,34 9,49
10/10 100 139 119,53 10,13 8,48
33/10 104 127 119,5 5,73 4,8
21/10 102 145 119,33 10,24 8,58
26/10 115 125 119,31 2,8 2,35
19/10 106 125 119 5,55 4,67
17/10 102 132 118,94 8,3 6,98
20/10 103 149 118,6 10,69 9,01
6/10 101 125 118,29 7,15 6,05
23/10 98 134 117,53 10,36 8,82
37/10 97 131 116,53 9,3 7,98
3/10 103 128 116,33 7,84 6,74
18/10 103 131 115,93 8,19 7,06
27/10 95 132 115,6 10,51 9,09
22/10 94 129 114,53 9,98 8,71
12/10 91 130 114,07 10,77 9,44




Tableau 21. Pleine formation de gousses (jours)

Tableau 22. Début de maturité des gousses (jours)

Annexe 1

Populations Min Max Moyenne | Ecart-type C.V(%)
11/10 150 186 161,67 9,71 6,01
25/10 142 174 158,07 9,39 5,94
19/10 143 162 154,53 5,97 3,87
13/10 133 163 153,33 7,45 4,86
29/10 142 165 152,85 6,51 4,26
18/10 135 165 152,4 8,34 5,47
20/10 126 162 151,93 10,65 7,01

4/10 145 160 151,8 43 2,83
33/10 139 163 151,57 6,08 4,01
2/10 140 160 150,53 6,56 4,36
38/10 138 158 150,47 5,78 3,84
39/10 128 160 150,2 7,91 5,27
10/10 139 164 150,13 6,5 4,33
17/10 137 162 149,93 6,22 4,15
21/10 135 165 149,47 9,54 6,38
16/10 126 162 149,47 9,84 8,28
7/10 135 162 149,4 6,74 4,51
26/10 133 155 149,03 5 3,36
12/10 126 172 148,53 14,8 9,97
6/10 133 158 147,25 7,86 5,34
23/10 119 157 1454 9,34 6,42
22/10 125 158 145,15 10,66 7,35
3/10 129 161 144 9,23 6,41
24/10 131 154 143,87 7,21 5,01
37/10 124 155 143,4 9,87 6,88
27/10 123 156 143,13 9,7 6,78

Populations Min Max Moyenne Ecart-type C.V(%)
38/10 145 168 152 7,58 4,99
7/10 137 161 151,67 7,05 4,65
39/10 133 160 149,6 7,04 47
13/10 133 162 149,4 8,09 5,41
29/10 129 166 149,2 11,11 7,44
2/10 140 156 147,93 4,59 31
11/10 131 160 1474 8,37 5,68
33/10 131 157 146,73 7,59 5,17
10/10 133 166 146,53 10,89 7,43
27/10 125 167 146,47 12,7 8,67
25/10 118 166 146,47 12,81 8,74
26/10 133 158 146,46 7,36 5,02
17/10 126 160 145,67 8,15 5,59
4/10 132 156 145,13 5,66 3.9
21/10 132 159 144,33 7,78 5,39
24/10 132 157 144,07 7,11 4,93
19/10 129 150 143,73 5,8 4,04
3/10 131 163 142,73 9,52 6,67
18/10 127 160 142,67 8,85 6,2
6/10 121 154 142,53 8,78 6,16
20/10 116 156 141,53 9,62 6,8
16/10 114 153 141,47 9,98 7,06
23/10 120 156 141,13 10,39 7,36
22/10 120 153 139,73 10,46 7,49
37/10 127 152 138,47 7,91 571
12/10 120 154 136,6 11,28 8,26




Tableau 23. Dessechement total (jours)

Populations Min Max Moyenne | Ecart-type C.V(%)
25/10 148 186 173,73 9,3 5,35
38/10 159 186 173,53 7,94 4,57
11/10 159 182 173 7,29 4,21
39/10 150 180 171,73 8,55 4,98
19/10 160 182 171,4 7,45 4,35
29/10 156 184 170,92 7,43 4,34
7/10 151 181 170,47 8,43 4,94
4/10 164 178 169,93 3,95 2,33
2/10 152 178 169,87 7,16 4,22
33/10 153 178 169,62 6,54 3,86
13/10 146 178 168,33 8,62 5,12
10/10 151 186 167,8 10,25 6,11
20/10 144 182 167,53 11,04 6,59
26/10 155 179 167,46 6,76 4,04
17/10 144 182 166,97 10,61 6,36
21/10 147 181 166,4 10,89 6,55
3/10 151 178 165,87 8,06 4,86
27/10 144 179 165,67 11,44 6,9
6/10 154 178 165,12 7,22 437
16/10 142 182 165,33 9,92 7,27
22/10 150 178 164,6 7,69 4,67
37/10 144 180 164,2 10,5 6,4
23/10 148 170 163,27 6,13 3,76
24/10 153 174 162,67 7,25 4,46
18/10 143 178 161,87 10,71 6,62
12/10 145 187 159,87 12,86 8,04

Annexe 1



Tableau 24 : Résultats des notations des marqueurs morphologiques qualitatifs chez 26 populations algériennes de I'espéce Trifolium subterraneum L.

Annexe 1

Feuilles Pigmentation anthocyanique Pilosité Graines Infrutescences
Caractéres / Marques Foliaires (Feuilles ; stipules ; fleurs)
Echelles Forme Denticula- Feuille Largeur Largeur Couleur Téches Modche- Stipules Tube Tige Pétiole Pédoncule Forme Couleur Enfouisse-
Populations Feuilles ti_on (PiIo;i_té face croissant bras des bras diffuses tures dg floral ment
(Folioles) supérieure) (Absent -As) (0-6) calice (0-8) (0-8) (0-8) (1-3) (1-3) (0-1)
(1-3) (0-4) (0-8) (Absent-C4) (0-6) (0-6) (0-8)
2/10 2 0 2 c2 Al Vert pale 6 0 2 2 2 2 2 2 Marron 1
3/10 1 2 2 c2 Al Blanc 6 0 4 4 2 2 2 2 Marron 1
4/10 2 0 2 Cc2 Al Blanc 6 2 6 2 4 4 2 2 Marron 1
6/10 2 2 2 c2 A2 Vert pale 2 4 4 2 4 2 4 2 Marron 1
7/110 3 4 2 Absent Absent - 6 2 6 2 6 2 4 1 Marron 1
10/10 3 0 2 Al Vert pale 6 2 4 2 4 2 2 1 Marron 1
11/10 3 0 2 Absent Absent - 6 2 6 2 4 4 4 1 Marron 1
12/10 2 0 2 C2 A2 Vert pale 6 2 6 2 4 4 4 2 Marron 1
13/10 3 0 2 C2 A2 Vert pale 6 2 6 2 6 4 4 2 Marron 1
16/10 2 0 2 C1 Al Blanc 4 0 2 2 4 2 6 2 Marron 1
17/10 2 0 2 Al Vert pale 4 2 4 2 4 6 6 2 Marron 1
18/10 2 4 2 Absent Absent - 4 0 6 2 6 2 2 1 Marron 1
19/10 2 0 2 C2 A2 Vert péle 4 4 6 4 2 2 6 2 Marron 1
20/10 2 0 2 Absent Absent - 4 2 2 4 4 2 2 2 Marron 1
21/10 2 0 4 Cc2 Al Vert pale 4 2 6 2 4 4 4 2 Marron 1
22/10 2 0 2 C3 Al Vert pale 2 0 4 2 2 2 4 1 Noire 1
23/10 2 0 2 c2 Al Vert pale 2 2 2 2 2 4 6 2 Marron 1
24/10 1 0 2 Cl Al Blanc 6 0 2 2 2 2 4 2 Marron 1
25/10 3 0 4 C3 Al Vert pale 2 0 6 2 4 4 4 2 Marron 1
26/10 2 0 2 C3 Al Blanc 2 0 4 2 4 2 4 2 Marron 1
27/10 1 2 4 C3 Al Blanc 2 0 2 2 4 2 4 1 Marron 1
29/10 3 0 4 Absent Absent - 6 0 4 2 6 4 6 1 Marron 1
33/10 1 0 4 Al Vert pale 4 0 2 2 6 4 6 1 Noire 1
37/10 1 0 2 Al Vert pale 6 0 4 4 4 6 6 1 Marron 1
38/10 1 2 2 Cc2 Al Blanc 6 0 2 2 2 4 6 1 Marron 1
39/10 1 2 2 c2 A2 Blanc 6 0 2 2 2 2 2 1 Marron 1

C1: petit point ; C2 : s'étendant approximativement du centre a la moitié de la distance vers les bords de la feuille ; C3 : s'étendant approximativement du centre a deux tiers de la distance vers les bords de la feuille ;

ALl : bras étroits ; A2 : bras intermédiaires ; A3 : bras épais.



Tableau 25. Paramétres statistiques chez 26 populations méres (G0)
de I’espece Trifolium subterraneum L. en Algérie.

Populations PIFo RGlo PMGo
2/10 2,98 0,28 7,32
3/10 2,08 0,25 4,59
4/10 2,58 0,24 7,26
6/10 2,32 0,23 4,38
7/10 2,34 0,32 7,24
10/10 2,83 0,24 6,11
11/10 4,46 0,22 7,41
12/10 2,67 0,21 5,37
13/10 2,95 0,26 5,73
16/10 2,47 0,18 4,65
17/10 2,35 0,21 4,06
18/10 2,13 0,16 3,55
19/10 1,66 0,29 4,66
20/10 2,22 0,19 4,11
21/10 2,09 0,28 5,81
22/10 2,54 0,21 4,39
23/10 1,94 0,23 4,84
24/10 1,77 0,26 4,26
25/10 2,10 0,22 4,68
26/10 2,02 0,35 7,24
27/10 2,57 0,23 5,15
29/10 2,16 0,19 4,27
33/10 2,94 0,20 5,47
37/10 3,01 0,24 7,62
38/10 1,65 0,29 5,91
39/10 2,94 0,27 5,69

Annexe 1

Tableau 26. Parametres statistiques chez 26 populations de la premiere
descendance (G1) de I’espéce Trifolium subterraneum L. en Algérie.

Populations PIF1 RGI1 PMG1
2/10 3,75 0,22 7,40
3/10 4,87 0,22 7,70
4/10 5,42 0,2 8,51
6/10 3,32 0,25 6,92
7/10 3,94 0,23 6,15
10/10 4,24 0,25 7,56
11/10 4,4 0,2 6,47
12/10 4,03 0,26 7,01
13/10 4,71 0,21 6,48
16/10 4,44 0,21 6,84
17/10 3,73 0,24 6,47
18/10 4,56 0,23 8,30
19/10 4,17 0,21 6,01
20/10 4 0,26 6,40
21/10 4,64 0,23 8,44
22/10 2,77 0,23 4,42
23/10 3 0,25 5,06
24/10 4,51 0,23 8,05
25/10 3,34 0,3 5,68
26/10 3,96 0,36 9,56
27/10 34 0,25 6,51
29/10 4,43 0,23 8,38
33/10 4,53 0,15 5,12
37/10 4,51 0,23 8,43
38/10 3,86 0,27 8,04
39/10 3,42 0,23 6,47




Tableaux (27-32) : Données biométriques des graines meres (génération GO) chez 26 populations algériennes de I'espéce Trifolium subterraneum L.

Tableau 27. Longueur des infrutescences (cm)

Tableau 28. Largeur des infrutescences (cm)

Annexe 1

Tableau 29. Nombre de gousses/ infrutescence

Moyen | Ecart- Ecart- | C.V Moyen- | Ecart- (A

Populations | Min Max ne type | C.V (%) Populations Min Max Moyenne | type (%) Populations Min Max ne type (%)
11/10 0,68 1,05 0,85 0,10 12,41 11/10 0,85 1,30 1,07 0,15 | 14,15 11/10 4,00 6,00 4,70 0,54 11,38
26/10 0,65 1,20 0,78 0,13 16,29 13/10 0,75 1,12 0,89 012 | 13,73 7/10 3,00 6,00 4,67 0,71 15,24
16/10 0,60 1,04 0,72 0,10 14,31 2/10 0,75 1,12 0,87 0,10 |10,93 18/10 2,00 8,00 4,60 1,13 24,62
2/10 0,60 0,87 0,72 0,07 9,40 26/10 0,62 1,26 0,86 0,16 |18,85 39/10 3,00 5,00 4,33 0,80 18,51
39/10 0,58 0,85 0,70 0,06 8,23 33/10 0,70 1,10 0,86 0,10 |11,22 22/10 3,00 6,00 4,33 0,66 15,25
13/10 0,53 0,85 0,70 0,08 11,42 37/10 0,69 1,08 0,84 0,08 | 9,50 27/10 1,00 6,00 4,27 1,02 23,79
4/10 0,54 0,89 0,70 0,09 12,27 27/10 0,65 1,05 0,84 0,09 |11,09 17/10 2,00 7,00 4,27 0,98 22,97
37/10 0,58 0,85 0,69 0,07 9,57 17/10 0,72 1,01 0,84 0,08 | 8,94 6/10 2,00 8,00 4,27 1,17 27,48
12/10 0,52 1,07 0,69 0,12 17,52 39/10 0,63 1,25 0,84 0,12 | 14,74 20/10 3,00 7,00 4,23 0,90 21,20
33/10 0,57 0,85 0,69 0,06 9,40 18/10 0,65 1,20 0,82 014 |17,31 13/10 3,00 5,00 4,23 0,73 17,20
18/10 0,52 0,90 0,69 0,09 13,55 16/10 0,67 1,10 0,82 012 | 14,44 24/10 2,00 8,00 4,20 1,47 | 35,04
6/10 0,55 0,88 0,68 0,07 10,42 7/10 0,68 1,15 0,82 0,09 |10,81 2/10 1,00 5,00 4,17 0,91 21,91
10/10 0,58 1,01 0,68 0,09 12,56 4/10 0,68 1,10 0,80 0,10 |1247 29/10 2,00 5,00 4,07 1,02 24,95
29/10 0,58 0,90 0,68 0,07 9,87 6/10 0,62 1,02 0,80 0,09 |10,88 25/10 2,00 5,00 4,03 0,85 21,08
20/10 0,55 0,89 0,67 0,08 11,97 20/10 0,62 1,10 0,78 0,11 |13,82 23/10 2,00 7,00 3,97 1,22 | 30,69
3/10 0,58 0,88 0,67 0,07 10,26 19/10 0,63 1,03 0,77 0,08 | 9,82 10/10 2,00 5,00 3,87 1,04 | 26,94
27110 0,55 0,78 0,67 0,06 8,94 29/10 0,68 0,90 0,76 0,06 | 7,45 19/10 2,00 5,00 3,80 0,81 21,19
22/10 0,52 0,79 0,66 0,07 10,77 25/10 0,68 0,88 0,75 0,05 | 7,28 3/10 1,00 6,00 3,80 1,19 | 3121
17/10 0,53 0,80 0,65 0,07 10,24 3/10 0,62 0,92 0,75 0,06 | 8,15 37/10 2,00 6,00 3,77 1,01 26,72
23/10 0,55 0,71 0,64 0,05 7,26 10/10 0,65 0,85 0,75 0,06 | 7,54 16/10 2,00 6,00 3,73 1,17 | 3141
21/10 0,53 0,80 0,64 0,06 10,06 12/10 0,61 0,93 0,74 0,07 | 10,07 33/10 1,00 5,00 3,63 1,03 28,44
38/10 0,50 0,80 0,63 0,07 10,77 23/10 0,62 0,82 0,73 0,06 | 7,96 21/10 2,00 5,00 3,63 0,81 22,26
25/10 0,50 0,72 0,63 0,06 9,32 24/10 0,65 0,82 0,73 0,05 | 7,37 26/10 1,00 5,00 3,50 0,86 24,60
19/10 0,50 0,80 0,62 0,07 10,47 22/10 0,56 0,86 0,73 0,08 |10,34 12/10 1,00 5,00 3,50 1,14 | 32,49
7110 0,52 0,72 0,62 0,06 10,15 38/10 0,53 0,88 0,73 0,08 | 10,87 38/10 1,00 5,00 2,90 1,06 | 36,62
24/10 0,48 0,67 0,59 0,05 8,04 21/10 0,60 0,88 0,72 0,08 | 11,26 4/10 1,00 5,00 2,87 1,36 | 47,37




Tableau 30. Nombre de graines / infrutescence

Tableau 31. Longueur des graines (mm)

Tableau 32. Largeur des graines (mm)

Annexe 1

Ecart- CV Ecart- CVv Ecart- CV
Populations | Min Max | Moyenne | type (%) Populations | Min Max | Moyenne | type (%) Populations Min Max | Moyenne | type (%)

11/10 3,00 6,00 4,43 0,73 16,42 2/10 2,77 3,93 3,40 0,28 8,18 2/10 1,70 2,63 2,22 0,25 11,46
7/10 3,00 6,00 4,43 0,86 19,36 4/10 2,67 4,10 3,28 0,30 9,07 27/10 1,83 2,50 2,15 0,17 8,04
39/10 3,00 5,00 4,30 0,79 18,47 26/10 2,80 3,73 3,25 0,28 8,69 37/10 1,43 2,50 2,14 0,24 11,42
13/10 2,00 5,00 4,10 0,85 20,61 37/10 2,53 3,60 3,20 0,27 8,31 26/10 1,70 2,40 2,13 0,18 8,66
17/10 1,00 5,00 4,00 0,95 23,67 21/10 2,47 3,85 3,12 0,30 9,60 39/10 1,70 2,53 2,07 0,24 11,69
6/10 1,00 6,00 3,93 1,34 34,00 16/10 2,53 3,93 3,07 0,32 10,42 12/10 1,50 2,50 2,05 0,23 11,21
2/10 1,00 5,00 3,93 0,98 24,92 27/10 2,53 3,75 3,06 0,28 9,17 10/10 1,73 2,30 2,04 0,16 7,73
18/10 2,00 7,00 3,90 1,03 26,38 12/10 2,25 3,77 3,02 0,30 10,03 4/10 1,43 2,60 2,04 0,29 14,02
27/10 1,00 5,00 3,83 1,29 33,62 11/10 2,23 3,67 2,97 0,38 12,74 21/10 1,53 2,50 2,03 0,25 12,52
22/10 2,00 5,00 3,83 0,87 22,81 39/10 2,30 3,43 2,95 0,30 10,07 29/10 1,73 2,33 2,03 0,17 8,44
24/10 2,00 8,00 3,80 1,47 38,73 10/10 2,57 3,35 2,94 0,22 7,45 16/10 1,53 2,40 2,00 0,22 10,73
10/10 2,00 5,00 3,70 1,09 29,39 23/10 2,30 3,47 2,93 0,30 10,40 25/10 1,50 2,63 1,99 0,26 12,86
25v 1,00 5,00 3,60 1,19 3311 33/10 2,30 3,80 2,93 0,36 12,13 11/10 1,57 2,47 1,99 0,26 12,90
20/10 1,00 7,00 3,50 1,20 34,18 25/10 2,25 3,90 2,90 0,36 12,34 7/10 1,57 2,27 1,93 0,20 10,08
29/10 1,00 5,00 3,47 1,25 36,12 6/10 2,30 3,65 2,88 0,29 9,96 33/10 1,53 2,50 1,90 0,24 12,77
12/10 1,00 5,00 3,43 1,10 32,16 13/10 2,23 3,70 2,85 0,34 12,08 13/10 1,47 2,37 1,89 0,24 12,52
16/10 2,00 5,00 3,40 1,16 34,20 17/10 2,27 3,57 2,84 0,31 10,81 17/10 1,50 2,43 1,86 0,24 12,82
3/10 1,00 6,00 3,40 1,25 36,72 29/10 2,43 3,30 2,82 0,21 7,44 23/10 1,53 2,20 1,85 0,17 9,34
33/10 1,00 5,00 3,37 1,13 33,54 7110 2,37 3,33 2,82 0,22 7,66 6/10 1,60 2,30 1,85 0,19 10,38
26/10 1,00 5,00 3,33 0,92 27,67 3/10 2,03 3,80 2,78 0,43 15,27 38/10 1,57 2,27 1,85 0,19 10,26
21/10 1,00 5,00 3,27 0,98 30,01 22/10 2,30 3,20 2,77 0,23 8,40 3/10 1,37 2,40 1,79 0,24 15,27
19/10 1,00 5,00 3,27 1,08 33,08 38/10 2,17 3,60 2,72 0,31 11,52 22/10 1,33 2,13 1,71 0,14 8,14
37/10 1,00 5,00 3,13 1,33 42,52 20/10 2,10 3,27 2,66 0,28 10,56 18/10 1,37 2,10 1,70 0,18 10,80
23/10 1,00 5,00 2,93 1,14 38,96 18/10 2,13 3,50 2,63 0,33 12,72 20/10 1,47 2,20 1,68 0,15 8,92
38/10 1,00 5,00 2,80 1,13 40,23 19/10 1,90 3,20 2,62 0,25 9,45 19/10 1,30 2,10 1,68 0,17 10,06
4/10 1,00 5,00 2,73 1,36 49,86 24710 2,27 2,97 2,60 0,17 6,67 24/10 1,40 1,87 1,61 0,12 7,54




Tableaux (33-38) : Données biométriques des graines de la premiére descendance (génération G1) chez 26 populations algériennes de I'espéce Trifolium subterraneum L.

Tableau 33. Longueur des infrutescences (cm)

Tableau 34. Largeur des infrutescences (cm)

Annexe 1

Tableau 35. Nombre de gousses/ infrutescence

Moyen | Ecart- CcCV Moyenn | Ecart- CV Ecart-
Populations Min Max ne type (%) Populations Min Max e type (%) Populations | Min Max | Moyenne | type |C.V (%)
19/10 0,70 1,10 0,92 0,12 13,27 13/10 0,72 1,13 0,88 0,10 10,99 17/10 3 7 5,10 0,89 17,35
20/10 0,68 1,85 0,91 0,21 23,44 37/10 0,65 1,10 0,87 0,11 12,88 7110 3 7 4,90 0,76 15,49
13/10 0,60 1,05 0,86 0,10 11,89 3/10 0,70 1,20 0,86 0,12 14,37 10/10 3 6 4,87 0,97 20,00
12/10 0,70 1,20 0,86 0,12 13,70 26/10 0,70 1,20 0,86 0,09 10,05 11/10 4 6 4,80 0,61 12,71
26/10 0,71 1,00 0,83 0,08 9,25 18/10 0,72 1,05 0,86 0,07 8,15 3/10 3 8 4,80 0,85 17,64
22/10 0,65 1,22 0,83 0,13 15,85 2/10 0,71 1,10 0,85 0,08 9,81 25/10 2 9 4,67 121 25,99
23/10 0,70 1,12 0,82 0,09 10,92 11/10 0,70 1,10 0,84 0,10 11,77 13/10 2 6 4,57 0,90 19,66
33/10 0,70 1,00 0,81 0,07 8,92 38/10 0,70 1,00 0,84 0,07 7,96 2/10 2 8 4,57 1,14 24,86
39/10 0,70 0,92 0,80 0,06 7,42 16/10 0,70 1,10 0,84 0,08 9,80 26/10 3 8 4,50 0,94 20,84
21/10 0,70 0,88 0,79 0,05 6,79 29/10 0,70 1,02 0,83 0,07 8,98 27/10 2 6 4,47 0,86 19,26
4/10 0,68 0,88 0,79 0,05 5,74 7/10 0,70 0,95 0,83 0,06 7,74 19/10 2 10 4,43 1,50 33,86
29/10 0,60 0,90 0,78 0,07 8,60 4/10 0,65 1,10 0,82 0,09 10,97 16/10 2 6 4,43 0,90 20,25
18/10 0,67 0,91 0,77 0,06 7,31 24/10 0,70 0,91 0,82 0,06 7,22 4/10 2 5 4,40 0,68 15,33
25/10 0,62 1,00 0,77 0,07 9,61 27/10 0,62 0,95 0,81 0,07 8,47 29/10 3 5 4,33 0,76 17,49
11/10 0,62 0,95 0,76 0,09 11,64 21/10 0,65 0,95 0,81 0,07 8,11 20/10 2 5 4,33 0,84 19,48
38/10 0,65 0,82 0,75 0,05 7,21 20/10 0,68 1,00 0,81 0,09 10,56 23/10 1 5 4,30 0,88 20,39
6/10 0,60 0,82 0,75 0,06 8,17 25/10 0,69 1,10 0,81 0,12 14,38 12/10 1 7 4,30 1,02 23,77
16/10 0,65 0,90 0,75 0,06 7,89 33/10 0,62 1,10 0,81 0,10 12,96 38/10 1 5 4,27 0,87 20,35
7/10 0,60 0,82 0,74 0,06 7,95 22/10 0,65 1,08 0,80 0,10 12,83 24/10 2 5 4,27 0,74 17,34
27110 0,60 0,82 0,74 0,05 7,13 17/10 0,70 1,05 0,80 0,09 10,65 37/10 2 5 4,23 0,73 17,20
37/10 0,65 0,90 0,74 0,07 8,94 6/10 0,68 0,90 0,79 0,06 7,70 22/10 2 5 4,23 0,73 17,20
17/10 0,57 0,90 0,73 0,07 9,98 10/10 0,60 1,02 0,78 0,09 11,61 18/10 2 5 4,07 0,87 21,35
3/10 0,58 0,90 0,73 0,07 10,17 19/10 0,60 1,05 0,78 0,09 11,96 33/10 1 6 4,00 1,41 35,36
2/10 0,60 0,85 0,72 0,06 8,93 23/10 0,60 0,95 0,75 0,09 11,68 6/10 2 5 3,97 0,81 20,39
24/10 0,60 0,82 0,72 0,06 7,82 12/10 0,60 0,91 0,75 0,08 10,65 21/10 2 5 3,90 0,66 16,97
10/10 0,60 0,87 0,71 0,07 9,34 39/10 0,60 0,85 0,74 0,07 9,27 39/10 1 5 3,83 1,05 27,47




Tableau 36. Nombre de graines / infrutescence

Tableau 37. Longueur des graines (mm)

Tableau 38. Largeur des graines (mm)

Annexe 1

Moyen | Ecart- CV
Populations | Min Max ne type (%)
17/10 3 7 5,03 09 | 19,16
7110 3 7 4,90 0,76 | 15,49
10/10 2 7 4,87 1,11 | 22,72
11/10 4 6 4,80 061 | 12,71
3/10 3 6 4,70 0,60 | 12,68
25/10 2 9 4,63 1,22 | 26,27
13/10 2 6 4,53 09 | 19,84
26/10 3 8 4,47 0,94 | 20,98
20/10 2 6 4,47 0,9 | 20,14
16/10 2 6 4,47 094 | 20,98
27/10 2 6 4,43 0,9 | 20,25
19/10 2 10 4,43 1,50 | 33,86
2/10 2 6 4,40 097 | 22,01
38/10 1 6 4,30 092 | 21,29
23/10 1 5 4,30 0,88 | 20,39
12/10 1 7 4,30 1,02 | 23,77
37/10 2 5 4,23 0,73 | 17,20
29/10 2 5 4,23 0,86 | 20,28
24/10 2 5 4,23 0,73 | 17,20
18/10 2 6 4,13 094 | 22,67
4/10 1 5 4,13 1,17 | 2822
22/10 2 5 4,10 0,71 | 17,37
6/10 2 5 3,97 0,81 | 20,39
33/10 1 6 3,87 1,53 | 39,45
39/10 1 5 3,83 1,05 | 27,47
21/10 2 5 3,77 0,68 | 18,02

Moyen | Ecart- CV Moyen | Ecart- CcvV
Populations Min Max ne type (%) Populations | Min Max ne type (%)
26/10 2,63 4,13 3,35 0,30 8,92 26/10 1,67 2,43 2,16 0,16 7,49
4/10 2,87 3,73 3,27 0,23 6,89 21/10 1,63 2,33 2,02 0,19 9,32
21/10 2,70 3,63 3,20 0,24 7,39 29/10 1,67 2,27 2,01 0,16 7,92
24/10 2,47 3,80 3,15 0,27 8,46 4/10 1,73 2,37 2,00 0,13 6,54
20/10 2,70 3,73 3,12 0,26 8,35 24/10 1,47 2,30 1,96 0,22 11,11
37/10 2,50 3,60 3,11 0,29 9,26 3/10 1,70 2,63 1,95 0,21 10,52
3/10 1,90 3,57 3,06 0,33 | 10,66 12/10 1,53 2,30 1,95 0,20 10,25
12/10 2,27 3,70 3,05 0,36 | 11,75 38/10 1,57 2,30 1,94 0,19 9,79
6/10 2,53 3,57 3,03 0,29 9,66 20/10 1,73 2,30 1,92 0,17 8,71
38/10 2,37 3,70 3,02 0,33 | 10,89 18/10 1,53 2,37 1,90 0,19 10,10
23/10 2,35 3,67 2,96 0,36 | 12,00 13/10 1,57 2,23 1,90 0,19 9,81
13/10 2,17 3,33 2,94 0,26 8,93 25/10 1,53 2,27 1,87 0,22 11,63
10/10 1,75 3,73 2,94 041 | 13,86 6/10 1,63 2,33 1,85 0,18 9,85
16/10 2,40 3,37 2,94 0,25 8,46 17/10 1,50 2,57 1,84 0,22 12,01
18/10 2,63 3,63 2,93 0,25 8,44 10/10 1,35 2,27 1,83 0,26 14,11
29/10 2,37 3,40 2,93 0,30 | 10,23 19/10 1,43 2,87 1,83 0,26 14,30
13/10 2,47 3,43 2,90 0,26 8,98 16/10 1,60 2,13 1,83 0,15 8,31
25/10 2,07 3,63 2,88 0,35 | 12,19 7/10 1,57 2,10 1,83 0,16 8,88
33/10 2,20 3,67 2,86 0,37 | 12,93 37/10 1,57 2,13 1,82 0,17 9,17
7110 2,20 3,33 2,85 0,25 8,70 39/10 1,47 2,43 1,81 0,25 13,65
17/10 2,17 3,33 2,83 0,28 9,87 11/10 1,57 2,10 1,80 0,14 7,59
11/10 2,33 3,27 2,80 0,23 8,37 23/10 1,50 2,10 1,77 0,18 9,89
22/10 2,57 3,23 2,79 0,17 5,96 2/10 1,47 2,03 1,77 0,13 7,63
2/10 2,00 3,20 2,78 0,27 9,84 33/10 1,45 2,25 1,74 0,21 12,12
27/10 2,10 3,33 2,71 0,34 | 12,56 27/10 1,43 2,03 1,71 0,16 9,49
39/10 2,07 3,30 2,68 0,36 | 13,30 22/10 1,53 1,90 1,69 0,09 5,44




Annexe 1

Tableau 39 : Résultats du test t de Student chez les 26 populations méres (GO0) et de la premiére descendance (G1)
de I’espéce Trifolium subterraneum L. en Algérie.

Populations/ Générations LIF IIF NGS NGR LGR IGR
GO 0.72 0,87 4,17 3,93 34 2,22
2/10 Gl 0.72 0,85 4,57 4,4 2,78 1,77
p 0.641NS 0.321NS 0.138NS 0.069NS 0.000*** 0.000***
GO 0.67 0,75 3,8 34 2,78 1,79
3/10 Gl 0.73 0,86 4,8 4,7 3,06 1,95
p 0.002** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.006** 0.006**
GO0 0.70 0,8 2,87 2,73 3,28 2,04
4/10 Gl 0.79 0,82 44 4,13 3,27 2
p 0.000*** 0.406 NS 0.000*** 0.000%*** 0.808 NS 0,519 NS
GO 0.68 0,8 4,27 3,93 2,88 1,85
6/10 Gl 0.75 0,79 3,97 3,97 3,03 1,85
p 0.001*** 0,557 NS 0.253 NS 0,907 NS 0.052 NS 0,918 NS
GO 0.62 0,82 4,67 4,43 2,82 1,93
7/10 Gl 0.74 0,83 4,9 4,9 2,85 1,83
p 0.000*** 0.615 NS 0.224 NS 0.030* 0,645 NS 0.023*
GO 0.68 0,75 3,87 3,7 2,94 2,04
10/10 Gl 0.71 0,78 4,87 4,87 2,94 1,83
p 0.085NS 0.06 NS 0.000*** 0.000 *** 0,958NS 0.000***
GO 0.85 1,07 4,7 4,43 2,97 1,99
11/10 Gl 0.76 0,84 4,8 4.8 2,8 1,8
p 0.003** 0.000*** 0,502 NS 0.039 * 0.038* 0.001***
GO 0.69 0,74 35 3,43 3,02 2,05
12/10 Gl 0.86 0,75 4.3 4,3 3,05 1,95
p 0.000*** 0.524 NS 0.006** 0.030* 0,703 NS 0.055 NS
GO 0.70 0,89 4,23 4,1 2,85 1,89
13/10 Gl 0.86 0,88 4,57 4,53 2,94 1,9
p 0.000%*** 0.860 NS 0.120 NS 0.059 NS 0.278 NS 0.856 NS
GO 0.72 0,82 3,73 34 3,07 2,00
16/10 Gl 0.75 0,84 4,43 4,47 2,94 1,83
p 0.2NS 0.649 NS 0.012 * 0.000 *** 0,092 NS 0.001 ***
GO 0.65 0,84 4,27 4 2,84 1,86
17/10 G1 0.73 0,81 5,1 5,03 2,83 1,84
p 0.000*** 0.104 NS 0.001*** 0.000*** 0,959 NS 0,738 NS
GO 0.69 0,82 4,6 3,9 2,63 1,7
18/10 Gl 0.77 0,86 4,07 4,13 2,93 1,9
p 0.000*** 0.208 NS 0.045* 0.362 NS 0.000*** 0.000***
GO 0.62 0,77 3.8 3,27 2,62 1,68
19/10 Gl 0.92 0,78 4,43 4,43 2,9 1,83
p 0.000*** 0,607 NS 0.046* 0.001*** 0.000*** 0.01**
GO 0.67 0,78 4,23 3,5 2,66 1,68
20/10 Gl 0.91 0,81 4,33 4,47 3,12 1,92
p 0.000*** 0.203 NS 0,658NS 0.001*** 0.000*** 0.000***
GO 0.64 0,72 3,63 3,27 3,12 2,03
21/10 Gl 0.79 0,81 3,9 3,77 3,2 2,02
p 0.000*** 0.000*** 0.168 NS 0.025* 0.279 NS 0,796 NS
GO 0.66 0,73 4,33 3,83 2,77 1,71
22/10 Gl 0.83 0,81 4,23 4,1 2,79 1,69
p 0.002** 10,71** 0,580NS 0.20 NS 0,680 NS 0,503 NS
GO 0.64 0,73 3,97 2,93 2,93 1,85
23/10 Gl 0.82 0,75 4,3 4,3 2,96 1,77
p 0000*** 0.296 NS 0.229 NS 0.000%*** 0,712 NS 0.079 NS
GO 0.59 0,73 4,2 3,8 2,6 1,61
24/10 G1 0.72 0,82 4,27 4,23 3,15 1,96
p 0.000*** 0.000%*** 0.825 NS 0.154 NS 0.000 *** 0.000***
GO 0.63 0,75 4,03 36a 2,9 1,99
25/10 Gl 0.77 0,81 4,67 4,63 2,88 1,87
p 0.000*** 0.02* 0.023* 0.002** 0,828 NS 0.071 NS
GO 0.78 0,86 35 3,33 3,25 2,13
26/10 Gl 0.83 0,86 45 4,47 3,35 2,16
p 0.051 NS 0.953 NS 0.000*** 0.000*** 0.206 NS 0,546 NS
GO 0.67 0,84 4,27 3,83 3,06 2,15
27/10 Gl 0.74 0,82 4,47 4,43 2,71 1,71
p 0.000*** 0.219 NS 0,414 NS 0.041 * 0.000%*** 0.000 ***
GO 0.68 0,76 4,07 3,47 2,82 2,03
29/10 Gl 0.78 0,83 4,33 4,23 2,93 2,01
p 0.000*** 0.000 *** 0.254 NS 0.008** 0.118 NS 0,577NS
GO 0.69 0,86 3,63 3,37 2,93 19
33/10 Gl 0.81 0,81 4,00 3,87 2,86 1,74
p 0.000*** 0.054 NS 0.256 NS 0.154 NS 0.509 NS 0.012 *
GO 0.69 0,84 3,77 3,13 3,2 2,14
37/10 Gl 0.74 0,87 4,23 4,23 3,11 1,82
p 0.013* 0.260 NS 0.044 * 0.000 *** 0.187 NS 0.000***
GO 0.63 0,73 2,9 2,8 2,72 1,85
38/10 Gl 0.75 0,84 4,27 43 3,02 1,94
p 0.000*** 0.000%*** 0.000*** 0.000%*** 0.001*** 0.067 NS
G0 0.70 0,84 4,33 43 2,95 2,07
39/10 Gl 0.8 0,74 3,83 3,83 2,68 1,81
0.000%*** 0.000%*** 0.043* 0.058 NS 0.002** 0.000***

GO :populations méres issues de ’habitat naturel, G1 : la premiére descendance. Signification : * : P <0.05, ** : P <0, 01, *** : P <0, 001 et NS. Non significatif



Tableau 40 : Relation entre les marqueurs morphologiques qualitatifs et les caractéres quantitatifs chez 26 populations algériennes de I’espéce Trifolium subterraneum L.

Annexe 2

Variables DL DHH DHL DPH DPL VCH VCP BF PRF PF FF DF PRG PFG DMG NFP LF IF LTP FDL LCF LBF CBF 1ITD STP PTT
DHH 04 -

DHL -0,46" 0,09 -

DPH -0,08 -0,01 0,52

DPL -0,28 0,23 0,66 0,67

VCH -0,2 -0,05 0,89 0,39 0,56™"

VCP -0,23 0,24 0,55™" 0,66™ 0,99™ 0,44

BF -0,79™ 0577 0,07 0,11 0,13 0,17 0,14

PRF -0,76™ 0,577 -0,02 -0,16 0,07 -0,25 0,09 0,99™

PF -0,82™ 053" 0,2 -0,03 0,19 -0,02 0,18 0,93 0,93™

FF -0,55™ 0,16 0,1 0,02 0,22 -0,03 0,23 04" 041" 044

DF 0,01 -0,28 0,12 0,14 0,16 0,16 0,16 -0,35 -0,35 -0,26 0,717

PRG -0,79™  0,39" 0,12 0,01 0,17 -0,11 0,18 0,877 088" 0,917 052" -0,14

PFG -0,49™ 0,12 0,08 -0,05 0,21 -0,02 0,23 0,38 0,38 0,39 0,95™ 0,68™ 0,44"

DMG -0,677" 0,41 -0,03 -0,27 0,1 -0,13 0,11 0,85™ 086" 0,82™ 041 -0,23 0,85™ 04"

DSH -0,8™" 0,4" 0,29 -0,05 0,25 0,15 0,22 0,68™ 0677 075" 0,757 0,26 0,777 066" 0,777

NFP -0,36 -0,05 0,59™ 0,64™ 059" 044" 0,56™ 0,07 0,00 0,07 0,13 0,13 0,13 0,16 -0,1 -

NRR -0,32 -0,13 048" 0,27 0,36 0,45 0,3 0,02 -0,01 0,13 0,14 0,15 0,11 0,14 0,23 0,33

LF -0,06 0,45 0,27 0,00 0,38 0,28 0,37 0,07 0,07 0,08 0,07 0,02 -0,07 0,11 0,11 0,01 -

IF 0,15 0,28 0,03 -0,2 0,14 0,03 0,15 0,03 0,04 0,02 -0,2 -0,24 -0,12 -0,1 0,06 -0,07 0,71 -

LTP -0,1 0,15 0,14 0,22 0,15 0,05 0,15 0,2 0,15 0,03 -0,11 -0,22 -0,02 -0,09 0,01 0,18 0,26 0,21 -

LTF -0,04 0,45 0,06 -0,22 0,14 0,1 0,13 0,16 0,14 0,07 -0,15 -0,26 -0,07 -0,09 0,16 -0,02 0,66™ 0,627 0,47

FDL -0,03 0,13 -0,19 -0,08 0,07 -0,19 0,12 0,14 0,16 0,15 0,55™  0,44" 0,26 0,627 0,22 0,04 0,13 0,1 -0,17 -

LCF 0,17 -0,39 0,07 -0,06 -0,16 0,22 -0,21 -0,16 -0,17 -0,14 -0,09 0,04 -0,11 -0,21 -0,06 -0,28 -0,3 -0,4" 0,07 -0,18 -

LBF 0,15 -0,41" 0,2 0,09 0,17 0,26 0,15 -0,19 -0,2 -0,15 -0,12 0,04 -0,13 -0,21 -0,17 -0,13 -0,07 -0,24 0,02 -0,25 0,57

CBF -0,06 -0,05 0,33 0,27 0,22 041" 0,17 0,01 -0,01 0,02 -0,26 -0,25 -0,03 -0,39"  -0,01 0,03 0,00 -0,29 0,2 -0,60™  0,6™ 0,57

ITD -0,41" 0,30 0,24 04" 0,48™ -0,01 0,50™ 049™ 043" 0,4" 0,12 -0,21 0,44" 0,14 0,29 0,45 0,11 0,11 0,50™ 0,02 -0,46"  -0,09 -0,07

IMF 0,1 0,01 -0,02 0,11 0,24 0,05 0,28 -0,15 -0,14 -0,15 0,27 0,38 -0,02 0,23 -0,13 0,05 0,02 -0,11 -0,18 0,39 -0,08 0,32 -0,18 -0,06

STP 0,23 -0,16  -0,05 0,29 0,44° 0,01 050" -0,19 -0,19 -0,12 041" 057" 0,02 0,46 -0,04 0,1 0,05 -006 -017 0,59"" 0,00 0,07 0,32 0,11 -
CLP 0,03 -0,03 0,38 0,34 0,25 0,44" 0,21 -0,33 -0,37 -0,28 -0,09 0,19 -0,29 -0,14 -0,38 0,30 0,13 0,13 0,12 -0,28 -0,15 -0,03 0,06 0,12 0,00
PTT 0,04 0,02 -0,32 -0,23 0,07 -0,33 0,13 0,05 0,08 0,06 0,2 0,13 0,1 0,32 0,2 -0,02 0,16 0,26 -0,42" 0,46 -0,49™  -0,33 -0,58™ 0,05 0,40* -
ALT 0,22 -0,04 0,01 0,04 -0,22 0,18 -026 -027 026 -0,25 -0,08 0,12 -024 -008 -017 -0,10 -0,06 -0,21 0,03 0,03 043" 01 0,23 057" -0,1 -0.49"
PLU 0,12 -0,43" 0,09 0,05 -0,24 0,12 -0,29 -0,30 -0,28 -0,18 0,04 0,27 -0,13 0,01 -0,15 -0,19 -0,08 -0,09 0,09 -0,14 0,46 0,2 0,19 -0,36 0,00 -0.43"

Signification : *p<0.05, **p<0.01, et ***p<0.001.
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Tableau 41 : Relations entre les caractéres biométriques de 26 populations algériennes (graines meres, GO) de
I’espéce Trifolium subterraneum L., et certains facteurs écologiques du milieu d’origine (Altitude et pluviométrie).

Variables LIFo 11Fo NGSo NGRo LGRo IGRo PIFo RGlo PMGo
11Fo 0,79*** -
NGSo 0,08 0,38 -
NGRo 0,21 0,51** 0,87*** -
LGRo 0,50** 0,32 -0,33 -0,17 -
IGRo 0,46* 0,32 -0,21 -0,01 0,88*** -
PIFo 0,74%** 0,79*** 0,32 0,48* 0,41* 0,44* -
RGlo -0,08 -0,01 -0,22 -0,01 0,26 0,24 -0,19 -
PMGo 0,48* 0,47* -0,24 -0,01 0,71*** 0,67*** 0,51** 0,59** -
ALT 0,12 -0,04 0,10 -0,08 0,05 -0,18 -0,18 0,13 -0,09
PLU -0,12 -0,21 0,05 -0,04 0,03 0,04 -0,07 0,07 -0,07

Signification : *p<0.05, **p<0.01, et ***p<0.001.

Tableau 42 : Relations entre les caracteres biométriques de 26 populations algériennes (premiere descendance,
G1) de I’espéce Trifolium subterraneum L., et certains facteurs écologiques du milieu d’origine (Altitude et
pluviométrie).

Variables LIF1 1IF1 NGS1 NGR1 LGR1 IGR1 PIF1 RGl1 PMG1
lIF1 -0,27 -
NGS1 -0,30 0,24 -
NGR1 -0,25 0,21 0,97*** -
LGR1 0,13 0,25 -0,15 -0,17 -
IGR1 0,12 0,28 -0,04 -0,057 0,81%** -
PIF1 -0,07 0,50** 0,06 0,01 0,49* 0,49* -
RGI1 0.05 -0,03 0,12 0,20 0,35 0,47* -0.42* -
PMG1 -0,30 0,46* -0,07 -0,09 0,66***  0,77***  0,60** 0,31 -
ALT -0,01 -0,13 0,05 0,04 0,14 0,06 -0,38 0,48* 0,01
PLU 0,14 -0,29 -0,31 -0,29 -0,05 -0,06 -0,37 0,35 -0,12

Signification : *p<0.05, **p<0.01, et ***p<0.001.

Tableau 43 : Relation entre les caractéres morpho-phénologiques et biométriques étudiés chez 26 populations
Algériennes de I’espéce Trifolium subterraneum L.

Parametres DHH DHL DFL VCF FF DF FPFRG FFG DSH NFF LF LFF  NGS5: LGR: IGR: FIFi RGIi

DL 040 046 028 023 0827 00l 0790 D49 0800 036 0068 -0.04 000 025 008 D11 0.1
DFH 001 052" 047 0667 003 014 001 005 005 064 Q00 022 004 048 029 049" 12
DPL 023 066" - 080™ 019 016 €17 021 025 050" 033 014 022 013 007 043 04
VCH 005 0807 0367 044 002 016 001 002 015 044 028 010 D04 014 002 013 001
VCP 024 035" oee™ - 013 016 01F 023 022 0367 037 013 025 012 007 046 044
PRF 0377 002 007 009 0037 035 081 033 047 000 007 004 020 03¢ 003 005 013
FF 053" 020 019 018 - 26 00 0300 075 007 008 007 004 D32 006 000 010
FF 016 00 022 023 044 07U 0327 085 075 013 007 005 025 -0l 00 002 003
DF 028 012 016 016 026 - 014 0487 026 013 @02 026 010 010 01l 008 0.08
PRG 030 012 017 01F 001" 014 - 044 07T 013 007 007 016 014 014 010 004
FFG 002 00F 021 023 0390 060 044 - 046 016 011 000 021 018 008 012 010
DMG 041 003 010 011 082023 08 040° 077 010 011 016 024 030 €07 005 00l
DSH 040° 020 0325 022 073 026 07T 046 - 004 015 009 023 D27 002 002 006
NFF 005 050" 039" 0367 007 013 013 016 004 - Q01 002 005 022 006 055 038
NER 013 048 036 030 013 015 011 014 030 033 013 -0.02 0013 003 010 016 0.2
IF 028 003 014 015 002 024 002 010 000 007 07 0627 034 038 042 005 035
ENT 000 020 030 029 013 011 001 008 003 043 034 031 022 019 007 035 033
LPT 015 014 015 0I5 003 022 -002 008 032 018 026 04T 013 025 016 011 024
LPF 045" 006 014 013 007 026 -007 009 009 002 066 - 0400 053" 043 D01 0
LIF: 036 006 114 016 020 0410 006 026 001 <001 .03l 009 030 013 012 DOE 005
ILF: 015 0.6 27 026 014 014 014 008 010 034 008 004 024 025 028 0507 003
NGS: 034" 010 022 025 014 010 016 021 0323 005 036 0400 - 015 004 006 002
NGRi 052" 016 013 016 015 000 014 022 019 002 034 03F 097 017 005 000 020
LGR: 0 011 013 @12 032 010 014 018 027 022 032 053" 015 - DAY D48 033
FIF: 009 024 0.3 066 000 008 010 018 042 0357 017 001 006 049 0490 - 044
PME: 005 026 031 028 002 014 007 011 010 025 002 021 D07 046 07T 05T 031
ALT 004 001 022 026 025 002 024 008 007 010 006 002 005 004 006 038 04%
FLU 043" 009 024 029 018 027 013 001 005 018 008 003 D31 005 006 D37 033

Signification : *p<0.05, **p<0.01, et ***p<0.001.
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Tableau 44 : Relation entre les caractéres morpho-phénologiques, biométriques (quantitatifs), et les marqueurs
morphologiques (qualitatifs), étudiés chez 26 populations algériennes de 1’espéce Trifolium subterraneum L.

Parametres FDF LCF LBF CBF ITD STP PTC PPT PTT PPF FGR
DL -0.03 0.17 0.15 -0.06 -0.41 0.23 0.03 0.03 0.04 0.00 0.23
DHH 0.13 -0.39 -0.41" -0.05 0.30 -0.16 -0.03 -0.03 0.02 0.17 -0.27
DPH -0.08 -0.06 0.09 0.27 0.40" 0.29 0.34 0.34 -0.23 0.03 0.12
DPL 0.07 -0.16 0.17 0.22 0.48™ 0.44" 0.25 0.25 0.07 0.00 0.00
VCH -0.19 0.22 0.26 0.41" -0.01 0.01 0.44" 0.44" -0.33 0.14 0.17
VCP 0.12 -0.21 0.15 0.17 0.50™ 0.50™ 0.21 0.21 0.13 -0.01 -0.01
BF 0.14 -0.16 -0.19 0.01 0.49™ -0.19 -0.33 -0.33 0.05 0.05 -0.28
PRF 0.16 -0.17 -0.20 -0.01 0.43" -0.19 -0.33 -0.37 0.08 0.08 -0.29
PF 0.15 -0.14 -0.15 0.02 0.40 -0.12 -0.28 -0.28 0.06 0.21 -0.35
FF 0.58™" -0.09 -0.12 -0.26 0.12 0.41" -0.09 -0.09 0.20 -0.01 0.07
DF 0.44" 0.04 0.04 -0.25 -0.21 057" 0.19 0.19 0.13 -0.08 0.29
PRG 0.26 -0.11 -0.13 -0.03 0.44" 0.02 -0.29 -0.29 0.10 -0.01 -0.16
PFG 0.62™" -0.21 -0.21 -0.39 0.14 0.46" -0.14 -0.14 0.32 -0.04 -0.03
NFP 0.04 -0.28 -0.13 0.03 0.45" 0.10 0.30 0.30 -0.02 -0.02 0.20
LPT -0.17 0.07 0.02 0.20 0.50™ -0.17 0.12 0.12 -0.42" -0.42" -0.10
LGR1 -0.10 0.07 0.07 0.19 0.03 0.17 0.22 0.22 0.02 -0.06 0.47"
IGR1 0.09 0.08 0.02 0.12 0.18 0.29 0.03 0.03 0.15 -0.13 0.39
PIF1 0.00 -0.40" -0.11 0.04 0.61™" 0.33 0.22 0.22 0.37 -0.14 0.10
RGI1 0.09 0.41" -0.01 0.12 -0.41" -0.01 -0.08 -0.07 -0.17 -0.08 0.20
NGS1 0.46" -0.18 -0.35 -0.11 0.17 0.23 0.06 0.10 0.07 -0.03 0.11
NGR1 0.46" -0.24 -0.38 0.17 0.14 0.19 0.12 0.05 0.08 -0.01 0.08
ALT 0.28 0.43" -0.10 0.23 -0.57"" -0.10 -0.77 -0.08 -0.49" -0.13 0.18
PLU -0.14 0.46" -0.20 0.19 0.36 0.02 0.01 0.01 -0.41" -0.19 -0.04

Signification : *p<0.05, **p<0.01, et ***p<0.001.
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Tableau 45 : Valeurs des coordonnées et des cosinus carrés des variables mesurées sur les deux premiers axes (1
et 2) de ’analyse en composantes principales chez les populations algériennes de Trifolium subterraneum L.

Variables Axel Axe 2

DL -0,867 0,751 0,001 0,000
DHH 0,581 0,338 -0,139 0,019
DHL 0,340 0,115 0,709 0,502
DPH 0,097 0,009 0,790 0,624
DPL 0,453 0,205 0,775 0,601
VCP 0,443 0,197 0,728 0,530
VCH 0,117 0,014 0,683 0,466
BF 0,872 0,760 -0,294 0,087
PRF 0,852 0,726 -0,372 0,139
PF 0,888 0,788 -0,236 0,056
FF 0,644 0,415 -0,094 0,009
PFG 0,607 0,369 -0,070 0,005
PRG 0,865 0,748 -0,208 0,043
DMG 0,818 0,670 -0,324 0,105
DSH 0,864 0,746 -0,143 0,021
NFP 0,277 0,077 0,710 0,505
NRR 0,262 0,069 0,455 0,207
LF 0,253 0,064 0,171 0,029
LPT 0,120 0,014 0,105 0,011
ILF 0,271 0,074 0,324 0,105
LGR -0,258 0,067 0,523 0,273
NGS 0,351 0,123 -0,066 0,004
NGR 0,317 0,100 -0,137 0,019
PMG 0,072 0,005 0,569 0,324
PIF 0,252 0,063 0,664 0,441
ALT -0,233 0,054 -0,021 0,000
PLU -0,233 0,054 -0,055 0,003

Colonne 1 : coordonnées des variables sur les axes 1 et 2. Colonne 2 : valeurs des cosinus carrées.
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Composition des solutions utilisées dans la partie caryologie
1- o Bromonaphtaléne 1%

Diluer 1ml de o Bromonaphtaléne dans 100 ml d’eau distillée pour obtenir une

solution saturée.
2 - Solution de coloration « Orceine lacto-propionique »

+* Solution mére de I’orceine

Mélanger 2g d’orceine dans 100 ml d’acide lactique et 50 ml d’acide

propionique. Par la suite, cette solution est filtrée et conservée a 1’abri de la lumiére.

+ Dilution
Au moment de I’emploi, la solution mere est diluée comme suit :
- 45% de la solution mére ;
- 55% d’eau distillée ;
- 1/20 en volume d’HCl.

3- Carmin acétique a 1%

Dans un grand erlenmeyer, porter 1 litre d’eau acétique (45% acide acétique)
a ébullition. Verser 10 g de carmin et faire mijoter la solution pendant 5 min. Laisser

décanter jusqu'a refroidissement. Filtrer.

Additionner quelques gouttes de perchlorure de fer dans la solution obtenue pour
accentuer I’intensité de la coloration. La solution de carmin ainsi obtenue, se

conserve trés longtemps dans un flacon en verre fumé.
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Abstract. Nine natural populations of subterranean clover (Trifolium subterraneum L.)
coming from different eco-geographical sites of the North-East Algeria, have been stud-
ied for their chromosome number and karyotype features. The study is part of the evalu-
ation and valorization of plant genetic resources of fodder and pastoral interest in Alge-
ria. The results of mitosis detect two groups of populations, and reveal diversity in the
number among and within populations. The Algerian populations of T. subterraneum are
characterized by two chromosomic formulas. The first formula (2n=2x=16m) (median),
more common in most of the studied populations, is in conformity with previous reports
in this species. The karyotype of these populations is symmetrical for size and form.
The second (2n=2x= 18m), is detected for the first time and described as a new chro-
mosomal formula in T. subterraneum. The latter is relatively more frequent than the first
one and characterizes the populations coming from high altitude areas. The karyotype
(2n=2x=18m) is relatively symmetrical. At the level of the two established Karyotypes,
satellites are highlighted at the first pair. A variation in the size and frequency of these
satellites is observed. The species exhibits regular meiotic behaviour, confirming the pres-
ence of two basic chromosome numbers (x=8 and 9). The study also highlights the role
of ecological factors (Altitude and Rainfall) of the originating environment of Algerian
populations in the variation and evolution of chromosome numbers in T. subterraneum.
The new cytogenetic data can be exploited in the taxonomy of the species in Algeria in
order to select and develop this plant genetic resource in the agricultural field.

Keywords. Chromosomes, Intraspecific variability, Karyotype, Subterranean clover,
Trifolium subterraneum L.

INTRODUCTION

The genus Trifolium is one of the largest genera of the Fabaceae family
(sub-family, Papilionoideae). It has more than 255 annual and perennial spe-
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cies (Zohary and Heller 1984; Gillet and Taylor 2001).
Most of them are of great agricultural importance and
widely grown as fodder and green manure (Ellison et
al. 2006). The genus Trifolium is originating from Medi-
terranean, because of the greatest diversity of numbers
and chromosome forms have been found in this region
(Taylor 1985). It has been subdivised into eight sec-
tions: Lotoidea, Paramesus, Mystillus, Vesicaria, Chrono-
semium, Trifolium, Trichocephalum and Involucrarium
(Zohary and Heller 1984). The principal geographical
centers of diversity of Trifolium are the Mediterranean
basin, the West of North America, and the highlands of
Eastern Africa (Ellison et al. 2006). The cytotaxonomic
studies carried out on Trifolium have shown that it pre-
sents a surprising variety of chromosome numbers, and
the changes in the number of chromosomes have played
a large part in its evolution (Falistocco et al. 2013). Brit-
ten (1963) and Pritchard (1969) have shown that an ane-
uploid series of basic numbers x=5, 6, 7 and 8 are found
in this genus. The presence of x=8 in about 80% of the
species suggests that x=8 is the ancestral number of the
genus (Senn 1938; Pritchard 1969; Zohary and Heller
1984; Ellison et al. 2006), from which the numbers x = 7,
6 and 5 are derived. Polyploidy is more common in per-
ennial species (Kiran et al. 2010; Falistocco et al. 2013).

Subterranean clover (Trifolium subterraneum L.,
sect Trichocephalum), commonly known as the burrow-
ing clover or sower, is a winter annual species, native
to the Mediterranean Basin, West Asia and the Atlantic
coast of Western Europe (Gladstones and Collins 1983 ;
Zohary and Heller 1984). The plant of subterranean
clover is autogamous, characterized by mechanisms of
burial of reproductive structures, ensuring thus, its own
self-regenerating (Masson 1997). The species constitutes
an heterogenous complexesis, divided into three sub-
species: subterraneum, brachycalycinum and yanninicum
(Katznelson 1984), identifiable enough by their morpho-
physiology, karyotypes, isozymes and polymorphisms
for molecular markers (Piluzza et al. 2005). In Algeria,
the subterranean clover is very common in the Tell and
the mountain meadows (Quezel and Santa 1962), adapt-
ed to different ecological conditions (Issolah et al. 2015).
This species is represented by three varieties belonging
to the subterraneum subspecies (Subsp. subterraneum
Var. subterraneum, Var. brachycladum, Var. flagelliforme)
on the eight varieties described in Algeria (Zohary and
Heller 1984). Despite the agronomic importance of the
species in the world, as cattle feed and soil improvement,
its cytological characterization remains very restricted.

This is because of the small size of chromosomes
like all the other species of Trifolium (Zohary and Heller
1984).

Zahira Bouziane, Rachida Issolah, Ali Tahar

The first investigations on T. subterraneum focused
only on the determination of the chromosome number
(2n=16), but without establishing the karyotype (Weselx-
en 1928; Yates and Brittan 1952; Brock 1953; Hutton and
Peak 1954; Zohary and Katznelson 1958; Kliphuis 1962;
Britten 1963; Katznelson and Morley 1965a). Later, some
karyotype studies were performed in Spain (Angelo
et al. 1975, 1977, 1983), Iran (Hezamzadeh Hijazi and
Ziaeinasab 2006) and Italy (Falistocco et al. 1987; Falis-
tocco et al. 2013).

The present study is interested in the evaluation and
the valorization of the phytogenetic resources of fodder
and |pastoral] interest in Algeria.

Its aim is the analysis of the chromosomal diversity
presents in the natural populations of Trifolium subter-
raneum L., and the establishment of its karyotype.

It follows the different studies carried out on natural
fodder legumes (Issolah and Abdelguerfi 1999a; Issolah
and Khalfallah 2007; Issolah et al. 2006, 2012, 2015,
2016).

MATERIAL AND METHODS
Plant materials

The Trifolium subterraneum specimens were col-
lected by INRAA (National Institute of Agronomic
Research of Algeria), in July 2010. Nine natural popu-
lations sampled from North-East Algeria (Issolah et al.
2015), were the subject of a karyological study (Table 1).

Chromosome counting

The seeds belonging to the nine studied popula-
tions, were scarified to remove in tegumentary hardness,
and then germinated on wet filter paper in Petri dishes
at room temperature. The root tips meristems (1 to 1.5
cm in length) were excised in the morning between 8
am- 8.30 am and pretreated with a-bromonaphthalene
(1%) at room temperature for 2h45mn. The use of this
pretreatment increases the number of metaphase mitot-
ic cells, allows the chromosomes to be well spread in
the cell, straightens the chromatids, and contracts the
chromosomes, which makes primary and secondary
constrictions very noticeable (Singh 2018). For chromo-
somes analysis, root tips were hydrolyzed in 1N HCl and
stained in lactopropionic orcein (Dyer 1963). The chro-
mosomic observations were repeated several times. For
each population, five plates of chromosomes were select-
ed from at least 30 individuals (seeds). Then, they were
observed and photographed using a Primo Star Zeiss
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microscope. Chromosome counts were performed on
metaphase plates with well individualized chromosomes.

Karyotype analysis

The karyomorphological analysis was carried out
according to the following parameters: the lenght of
long arm (L), short arm (S), the total length of the chro-
mosome (LT = L + S), the difference between arms (d
= L-S), and the relative length (LR (%0) = 1000 x TL/
XTL). Centromere position and chromosome types were
determined from the two parameters: arm ratio (r= L/S),
and centromeric index (CI % = S/LT x100) according to
the nomenclature of Levan et al. (1964). For determin-
ing the asymmetry of the karyotype, three parameters
were estimed: [(Ias. K% = (X L/X LT) x100 (Aran and
Saito 1980)], the ratio between the longest and the short-
est chromosome pairs (R), and the inter-chromosomal

Figure 1. Mitotic metaphases of Algerian natural populations of
Trifolium subterraneum L. with two chromosomes numbers 2n=16
and 2n=18 respectively: (a) population 12/10; (b) population 13/10;
(c) population 19/10; (d) population 20/10; (e) population 22/10;
(f) population 23/10; (g) population 25/10; (h) population 26/10; (i)
population 33/10; (j) population 22/10 (2n=18); (k) population 25/10
(2n=18); (1) population 26/10(2n=18) . Arrows: satellites. Bar: 2.5um.

asymmetry coefficient (A2) (standard deviation of chro-
mosome length / mean chromosome length) (Romeo
Zarco 1986). Chromosome measurements, based on five
plates per population, were performed using the Axio-
vision software (1999-2009). The different karyotype cal-
culations were made thanks to Excel (2007).

Meiosis

To confirm the results corresponding to the num-
bers found by mitosis (presence of supernumerary
chromosome pair for certain populations), the meiotic
behaviour of the nine populations was also analysed. For
this purpose, a trial has been conducted at the experi-
mental station of INRAA (November 2014). Each popu-
lation was represented by twenty individuals (seeds) and
sowed in total randomization (field) for identifying the
different phases of meiosis (laboratory). The flower buds
collect period was spread over a month before flowering
(recovering flower buds of variable size). For each plant,
at least five flower buds were collected (April 2015) in
the early morning (from 8h), then fixed in Carnoy solu-
tion (Ethanol-acetic acid 3 : 1, v/v) for at least 48 h at
4C°. After dissection of the anthers, the pollen mother
cells (PMC) were crushed in an acetic carmine drop 1%
(Jahier et al. 1992). Observations and photographs at dif-
ferent phases were performed using a Primo Star Zeiss
microscope.

RESULTS
Chromosome counting

All mitotic metaphase plates of investigated popu-
lations of the species Trifolium subterraneum L. showed
a diploid number of chromosomes (2n = 16) (Figure 1).
This number is frequently observed in individuals of the
populations 12/10; 13/10; 19/10; 20/10 and 33/10. Howev-
er, the somatic metaphases of the four populations 22/10;
23/10; 25/10; 26/10, have presented along with the char-
acteristic number of the species (2n = 16), a second and
new number of chromosomes (2n = 18), often encoun-
tered during this study in these later populations (Fig-
ure 1). The two chromosome numbers (2n = 16 and 18)
are observed within the cells of the same individual, and
also in different individuals of the same population. This
indicates a chromosomical variation within and between
the populations of Trifolium subterraneum.

The analysis of 15 individuals per population, indi-
cated that the variation of the chromosome numbers
(2n = 16 and 18) was not in the same frequency in these
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Figure 2. Frequencies of the two chromosomes numbers (2n=16
and 18) in the four populations of Trifolium subterraneum L. (15
individuals / population).

latter populations (Figure 2). Indeed, within the popu-
lations (22/10 and 23/10), the frequency of the number
(2n = 16) represents twice the frequency of the num-
ber (2n=18) (0.67 and 0.33; 0.64 and 0.36, respectively).
However, very similar frequency values are shown in the
other two populations (25/10 and 26/10) (0.56 and 0.44;
0.5 and 0.46 respectively) (Figure 2).

Karyotype analysis

In all investigated populations, the morphology and
chromosome structure are almost identical (Table 2-5).
Our results showed that the chromosomes of the Alge-
rian population of the species Trifolium subterraneum L.
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note that the two additional chromosomes present in the
populations (2n = 18), have the same form, with a mean
size of 1.09 pm (Figure 1, Table 3 and 5). The results of
this study indicated also that satellites are located at the
first chromosome pair within all investigated popula-
tions. A variation of the size and an abundance of these
satellites are noticed. Thus, the metaphase plates of the
populations characterized by (2n= 16), present a consid-
erable size of these satellites compared to that noted on
the plates of the populations characterized by (2n=18)
with 0.25 pm * 0.022; 0.18 um =* 0.025, respectively.

These satellites are more abundant in the meta-
phases of populations with 2n = 18 compared to those
with 2n = 16. Their frequencies are 0.70 and 0.44,
respectively (Figure 1). Otherwise, the results of the
centromeric index (Ic) and the ratio between the long
arm and the short arm (r) allowed us to determine the
homologous chromosomes and to classify the different
chromosomal types. Therefore, all the studied popula-
tions are characterized by the karyograms, presenting
median chromosomes (Figure 3b).

Table 1. Geographical origin and ecological characteristics of the
sampling sites of nine populations of Trifolium subterraneum L. in
Algeria

are small. The size of the chromosomes varies from 1.02 N° of populations Origin Altitude (m) _ Rainfal (mm)
um (Table 3) to 3.01 um (Table 2). The total lengths of ~ 1%/10 Guelma 170 600
diploid chromosome set are comprised between 12.82  13/1° Guelma 200 258
pm (Table 4) and 18.87 um (Table 2). The mean value 15/10 Tarf 665 661
of the total length (TLG) of all studied populations is 20710 Tarf 355 661
1.92um. The results of this study indicate also that the 22/10 Souk Ahras 950 800
population 22/10 (2n =16) is characterized by the high- 23/10 Souk Ahras 1040 700
est values for the selected parameters, like the mean 25/10 Souk Ahras 800 200
value of chromosome length, which gives an estimated 26110 SOUk‘Ahras 1110 700
size of the genome (18.87 um) and the largest first pair 33/10 Skikda 110 262
and eighth pair (3.0lum-1.72um) (Table 2). Thus, we  Source (Issolah et al. 2015)
Table 2. Morphometric data within the population 22/10 (2n=16) of Trifolium subterraneum L. in Algeria.
Chp L (um) (£#SD) S (um) (£SD) TL (um) RL %o d r Ci % Ct
1 1.69 (0.41) 1.32 (0.26) 3.01 159.36 0.37 1.28 43.90 m-sat
2 1.42 (0.31) 1.26 (0.43) 2.68 141.96 0.17 1.13 46.86 M
3 1.53 (0.38) 1.08 (0.35) 2.61 138.52 0.45 1.42 41.33 M
4 1.26 (0.50) 1.09 (0.40) 2.35 124.38 0.17 1.15 46.45 M
5 1.23 (0.50) 1.05 (0.43) 2.28 120.85 0.18 1.17 45.98 M
6 1.18 (0.40) 1.05 (0.31) 2.23 118.11 0.13 1.12 47.12 M
7 1.05(0.29)  0.94(0.32) 1.99 105.65 0.11 112 47.16 M
8 0.92 (0.31) 0.80 (0.19) 1.72 91.17 0.12 1.15 46.61 M
Ilas% =54.48 ¥TL=1887  TLG=2.36  RI=175  A,;=0.14
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Figure 3. Karyotype of Trifolium subterraneum L. in Algeria. (a)
Somatic metaphasis (2n=18, population 23/10); (b) Karyogram; (c)
Idiogram; arrow (satellites). Bar: 2um.

The values of the asymmetry index Ias% (Arano
and Saito, 1980), the ratio between the largest and the
smallest chromosome pairs (R), and the interchromo-
somal index A2 (Romero Zarko 2006) gives indications
on the evolution of chromosomes in plants. The results
of the three parameters [(R1: 1.75, R3 =1.78), (Ilas% =
54.48, I3as% = 55.81), and (A2 (1) = 0.14, A2(3) = 0.19)]
(Table 2 and 4) are weak and indicate that the karyotype
(2n=16m) is very symmetrical for the size and the form.
It is therefore primitive. Nevertheless, although the
asymmetry indices are low (I2as%: 56.69, I4as% 55.07) in
the populations (2n = 18), they showed a karyotype with
more or less uniform sizes except for the ninth pair. This
is reflected by relatively high values of the ratio (R) and
interchromosomal asymmetry A2, compared to those
found for the karyotype (2n = 16) (Table 3 and 5).

Meiosis analysis

The study of meiotic behaviour showed that the nine
natural populations of the species Trifolium subterra-
neum exhibit normal and regular meiosis, with domi-
nance of bivalents at the diakinesis, metaphases I and

Table 3. Morphometric data within the population 23/10 (2n=18) of Trifolium subterraneum L. in Algeria.

Chp L (um) (xSD) S (um) (xSD) TL (um) RL %o d r Ci % Ct
1 1.45 (0.17) 1.05 (0.14) 2.50 146.23 0.40 1,38 42.06 m-sat
2 1.39 (0.13) 1.02 (0.16) 2.41 140.86 0.37 1,37 42.27 M
3 1.33 (0.11) 0.93 (0.08) 2.26 132.46 0.39 1,42 41.31 M
4 1.09 (0.32) 0.89 (0.08) 1.98 116.14 0.20 1,23 44.84 M
5 1.07 (0.25) 0.80 (0.22) 1.87 109.50 0.27 1,33 42.97 M
6 1,01 (0.24)  0.81(0.19) 1.82 106.51 0.21 1,26 44.30 M
7 0.92 (0.25) 0.81 (0.19) 1.73 101.41 0.11 1,13 46.86 M
8 0.85 (0.30) 0.63 (0.04) 1.48 86.93 0,21 1,34 42.77 M
9 0.57 (0.24) 0.45 (0.15) 1.02 59.96 0.11 1,25 44.42 M
12a5%=56.69  XTL=17.08 TLG=1.90 R2=2.45 Ay=0.25

Table 4. Morphometric data within the population 25/10 (2n=16) of Trifolium subterraneum L. in Algeria.

Chp L (um) (+SD) S (um) (+SD) TL (um) RL %o d r Ci % Ct
1 1.14 (0.23) 0.91 (0.02) 2.05 159.96 0.22 1.24 44.57 m-sat
2 1.12 (0.10) 0.82 (0.01) 1.94 151.56 0.31 1.37 42.14 M
3 0.96 (0.09) 0.80 (0.01) 1.76 137.50 0.16 1.20 45.60 M
4 0.99 (0.01) 0.73 (0.02) 1.72 134.38 0.26 1.35 42.30 M
5 0.83 (0.06) 0.67 (0.02) 1.50 117.00 0.16 1.24 44.50 M
6 0.80 (0.02) 0.61 (0.15) 1.41 110.16 0.19 1.31 43.09 M
7 0.73 (0.06) 0.56 (0.20) 1.29 100.78 0.17 1.30 43.41 M
8 0.60 (0.17) 0.56 (0.18) 1.15 90.04 0.04 1.08 48.16 M

I3as%=55.81 YTL=12.82 TLG=1.6 R3=1.78 Ay3=0.19
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Table 5. Morphometric data within the population 26/10 (2n=18) of Trifolium subterraneum L. in Algeria.

Chp L (um) (+SD) S (um) (+SD) TL (um) RL%o d r Ci % Ct
1 1.36 (0.49) 1.25 (0.36) 2.61 160.10 0.11 1.09 47.94 m-sat
2 1.22 (0.43) 1.04 (0.41) 2.26 138.20 0.18 1.17 46.01 M
3 1.25 (0.58) 0.90 (0.33) 2.15 131.45 0.35 1.38 41.96 M
4 1.14 (0.50) 0.85 (0.39) 1.99 121.50 0.29 1.34 42.75 M
5 1.00 (0.52) 0.75 (0.43) 1.75 107.40 0.25 1.33 42.94 M
6 0.91 (0.38) 0.70 (0.28) 1.61 98.97 0.21 1.30 43.50 M
7 0.82(0.16)  0.68 (0.23) 1.50 92.08 0.14 1.20 45.42 M
8 0.77 (0.30) 0.71 (0.25) 1.48 90.55 0.06 1.09 47.88 M
9 0.56 (0.05) 0.47 (0.02) 1.03 62.48 0.09 1.20 45.15 M

14as%=55.07 xTL=16.38 TLG=1.82 R4=2.54 A, 5=0.26

Ch p: chromosome pair, L: long arm, S: short arm, LT: total length of chromosome, LR (%o) : relative length, d : long arm - short arm ; r :
long arm / short arm, Ic : centromeric index, Ct : chromosome type, Ias% : asymmetry index, R : longest / shortest pair, ZTL : total lenght
of diploid set, TLG : average of total length, A2: interchromosomal asymmetry index, (SD) : standard deviation, sat: satellites.

Figure 4. Pollen meiosis in some natural populations of Trifolium subterraneum L. in Algeria L. (a) pollen cell ; (b) Diakinesis (population
22/10, n=x=8) ; (c) Diakinesis (22/10, n=x=9) ; (d) Diakinesis (population 23/10, n=x=8) ; (¢) Metaphase I (population 23/10, n=x=8) ; (f)
Metaphase I (population 23/10 n=x=9) ; (g) Anaphase I ; (h) Telophase I ; (i) Tetrade. Bar: 2 pum.
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anaphases I (Figure 4). This allowed us to authenticate
the basic haploid number (x = 8) for the populations
(12/105 13/105 19/10; 20/10; 33/10). Likewise, it confirms
the presence of the two chromosome numbers (2n = 16
and 18) detected in mitosis, within the four populations
(22/105 23/10; 25/10; 26/10), through the appearance of
two basic haploid numbers (x = 8) and (x = 9).

DISCUSSION

In this study, the chromosome numbers, karyogram,
idiogram and karyotype asymmetry of naturel popu-
lations of Trifolium subterraneum, were determined.
Mitotic metaphases showed both the same chromosome
number (2n=16) in all studied populations. This number
was previously reported by several authors within dif-
ferent ecotypes and varieties from several areas (Senn
1938; Angelo 1975, 1977, 1983; Zohary and Heller 1984;
Hezamzadeh Hijazi and Ziaeinasab 2006; Vizintin et al.
2006; Falistocco et al. 1987; Falistocco et al. 2013), con-
sidering x=8, as being the ancestral basic chromosome
number of the species. Meanwhile, four populations
presented two numbers of chromosome (2n=16 and 18)
within the cells of the same individual, and also in dif-
ferent individuals of the same population.

The number of chromosomes, as one of the genetic
variations, is extremely variable ranging from low num-
bers to relatively high numbers (Eroglu and Per 2016).
A change in the basic chromosome number of a species
represents dysploidy (Yakovlev 1996). According to the
same author, this change can occur either in the direc-
tion of an increase (ascending dysploidy) or a decrease
(downward dysploidy). In plants, this last case seems to
be the most frequent, it results from the simultaneous or
successive action of several cytogenetic mechanisms (rob-
ertsonian translocation, deletion ...) (Yakovlev 1996).

Contandriopoulos (1978) reports 2n = 30, 32 and
34 for Sideritis libanotica Labill. This author notes that
dysploidy still seems anarchic and has not succeeded to
form populations with stable karyotypes having their
own geographical distribution and a particular mor-
phological differentiation. In such case, according to
the same author, it would seem more judicious to speak
about hyper and hypoaneuploidy. Aneuploidy may pre-
sent the beginning of the mechanism leading to dys-
ploidy, provided that the individuals carrying the ane-
uploid number are able to multiply then impose itself in
the population (Contandriopoulos 1978).

Yakovlev (1996) considers that a variable chromo-
some number within the same population is both an
aneuploidy and dysploidy phenomenon, witch is dif-

ficult to draw the line between these two phenomena,
especially when it is polyploid taxa. An Intra-specific
dysploidy represents a transitional step towards a
definitive change in the basic chromosome num-
ber (Yakovlev 1996). The populations in which such
change has occurred and fixed represent, well prob-
ably, the direct ancestors of future dysploide species
(Yakovlev 1996).

In the genus Trifolium, many variations of the nom-
bre de chromosomes (2n = 16, 14, 12, and 10) character-
ize different diploid species, and in some instances cyto-
logical variants occur within the same species (Falistoc-
co et al. 2013).

Brock (1953) counted two different chromosome
numbers (2n = 12 and 16) in the species Trifolium sub-
terraneum growing in various regions. This author sug-
gested that the difference could be the result of a chro-
mosomal rearrangement without loss of genetic material.

In the same genus, two basic numbers (X = 8 and 9)
were highlighted within the populations of two species
of Trifolium: T. ornithopodiodes from the British Isles
(Rutland 1941; Munoz-Rodriguez 1995), and also in T.
montanum var. montanum. of Iberian Peninsula (Bleier
1925a; Mufioz-Rodriguez 1995). Issolah and Abdelguerfi
(1999b), evenly showed the presence of two basic chro-
mosomes numbers (x = 5 and 6) in the Algerian popula-
tions of Trifolium scabrum.

According to Pritchard (1969) and Zohary and Hel-
ler (1984), the dysploidy is consistently linked to the
annual species, and are most common within sections
that are at a more advanced stage of evolution, such as
Trifolium and Tricocephalum, in which all the four basic
numbers (x =8,7,6 and 5) may be found. Uslu (2012) has
shown that taxa in the Trifolium section, growing in
Turkey, have three numbers (x = 6, 7 and 8).

Within the tribe Trifolieae, Darlington and Jamaki
(1945) and Darlington and Wylie (1945) reported three
basic numbers (x = 7, 8, and 9). The last basic number
(x = 9) was detected in Europe in Trigonella ornithopodi-
odes L. (DC) (Darlington and Wylie 1945). This species
was reclassified later, for taxonomic reasons, in the Trifo-
lium genus (Allen and Allen 1981).

Within the Fabaceae family, several cases, observing
more than one basic chromosome number, have been
reported in different genera including Onobrychis, with
x = 7 and x= 8 (Hejazi et al. 2010, Arslan et al. 2012)
and Genista where the most common number of chro-
mosomes is 2n = 48, with the exception of the aneuploid
number (2n = 44) revealed in Genista ovina (Bacchetta
et al. 2012). The same process was detected in species of
the genus Hedysarum, among which, H. pallidum (2n =
16 and 18) (Benhizia et al. 2003); H. coronarium (2n =
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16 and 2n = 18) (Issolah et al. 2006) and H. perrauderi-
anum (2n = 32 and 18) (Benhizia et al. 2013).

In the Poaceae family, dysploidy was observed in
Lygeum spartum L., whose cytogenetic study revealed
two basic chromosome numbers, in two Algerian popu-
lations of different origins (2n = 16 and 40) (Abddaim-
Boughanmi et al. 2009). According to the same authors,
the population (2n = 40), also presented a variability of
the chromosome number within the same individual.

Yakovlev et al. (2017) have shown that constitutive
heterochromatin, DNA GC rich and rRNA are involved
in chromosomal rearrangements during the change in
basic chromosome numbers in Mediterranean species of
the genus Reichardia Roth. (Asteraceae). These species
are characterized by three basic chromosome numbers
(x =9, 8 and 7), which have contributed to the evolution
of the genus in the Mediterranean region (Yakovlev et
al. 2017).

Concerning chromosome size, our results (1.02-
3.1um) seem to be relatively inferior to those found by
Falistocco et al. (2013) on Italian accessions of Trifolium
subterraneum (2.5-3.5um). But then, this size appears to
be very similar to that recorded in T. lappaceum species
of Iran (3.03 um), but smaller than the sizes reported in
other Trifolium species of Iran (T. angustifolium: 14.56
um, T. leucanthum: 12.32 pm, T. tumens: 11.09 um) (Ali-
mardani et al. 2014). Our data are also close to those
found within some Trifolium species in Turkey, such as
T. echinatum (1.41-2.74 um) and T. phleoides (1.73-2.78
pm) (Uslu 2012), and appear to be superior to those
recorded by kiran et al. (2010) in T. speciosum Willd.
(0.99-1.64 um) and T. campestris Scherb (1.13-1.73 pm).

Within the same family (Fabacaea), the size of T.
subterraneum chromosomes, found during our study, is
relatively close to those reported for some species of the
genera Hedysarum, Astragalus and Asparagus studied in
Algeria (Benhizia et al. 2003 ; Issolah et al. 2006, Benhizia
et al. 2013; Baaziz et al. 2014 and Boubetra et al. 2017).

Our observations highlighted satellites at the first
pair of chromosomes. The presence of satellites and their
location on the first chromosome pair joins the result
found by Falistocco et al. (2013) on Italian accessions.
According to Falistocco et al. (1987) and Falistocco et
al. (2013), these satellites are present in the three sub-
species of T. subterraneum (subterraneum, brachycalyci-
num, yanniniccum), and their size can be used for dis-
criminating the three subspecies. The satellites are more
important in yanninicum and medium in the other two
subspecies (Falistocco et al. 1987).

In all populations, the chromosomes are median.
This confirm the results of Falistocco et al. (2013) on
Italian accessions, characterized also by median chro-
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mosomes, whereas, Angelo et al. (1983) have described
two chromosomes types (median and submedian) for
Spanish ecotypes. Moreover, two types of karyotypes
were identified for the Iranian accessions: the first con-
sists on eight median pairs; the second karyotype is
composed by six median pairs and two submedian pairs
(Hezamzadeh Hijazi and Ziaeinasab 2006).

Karyotype asymmetry is an important parameter in
karyological studies (Eroglu 2015). In our case, the kar-
yotype (2n=16) of Algerian populations of Trifolium sub-
terraneum is very symmetrical. This seems to be a com-
mon trait with Italian populations of T. subterraneum
karyotype (Falistocco et al. 2013), but differs from the
Iranian ones. The latter populations of T. subterraneum
(2n = 16) are characterized by low intrachromosomal
symmetry (Hezamzadeh Hijazi and Ziaeinasab 2006).

On the other hand, the karyotype of the population
2n = 18 is considered relatively symmetrical because of
the high value of interchomosomal asymmetry. Thus,
Muiloz-Rodriguez (1995) does not consider the karyo-
type of the species Trifolium ornithopodioides (2n=18)
as asymmetrical, despite the high value of the asymme-
try index A2 (0.20). The author noticed this, because of
the more or less uniform sizes of the chromosome pairs,
except for the first pair, which was larger than the others
(Muioz-Rodriguez 1995).

In the species Reichardia picroides (Asteraceae), Yak-
ovlev (1986) has suggested that this is a case of second-
ary symmetry due to chromosomal rearrangements.

The analysis of pollen meiosis confirmed the results
obtained in mitosis. At the end of these results we have
found that the Algerian populations of T. subterraneum
are characterized by two chromosomal formulas. The
first, 2n = 2x = 16m) (median) usually reported by pre-
vious authors, and the second (2n = 2x = 18m) revealed
for the first time in this species throughout our present
work. It is important to note that the new formla (2n =
2x = 18m) is observed particularly in populations sam-
pled from high altitude sites (800-1110 m), belonging to
the same biogeographic area and characterized by a high
rainfall (700-900 mm). Consequently, the variation in
the chromosome number observed in the populations of
this species and the appearance of a new chromosome
pair seems to be influenced by these two ecological fac-
tors (altitude and rainfall).

Meanwhile, the same populations considered
through our study have been the subject of previous
work on the ecological characterization of the natu-
ral habitat of T. subterraneum in Algeria (Issolah et al.
2015). Thus, the results of this latest study have shown
that the variation of the edaphic, climatic, and topo-
graphic characteristics of the origin sites of these popu-



Analysis of the chromosome variation of subterranean clover (Trifolium subterraneum) in Algeria 101

lations influences the distribution of this species in the
North-Est Algeria (Issolah et al. 2015). Significant rela-
tionships were found between altitude and rainfall and
the physico-chemical parameters of the soils of these
populations, and the effect of altitude was relatively
more pronounced notably on the nitrogen, clay, pH
and C / N ratio (Issolah et al. 2015). Abdelguerfi et al.
(2006) indicate that T. subterraneum is more prevalent in
heavily watered and moist regions. Rossiter and Collins
(1988a, 1988b) and Cocks (1992) also observed greater
variability of subterranean clover populations in high
rainfall areas in Australia.

Various studies have shown that differences in the
origin’s areas of populations and the variation of the
environmental factors of the natural habitat may explain
the intra-specific differences. Thus, they can affect the
variation of chromosome numbers, ploidy level, chromo-
some structure, and asymmetry of karyotype in certain
species belonging to the genera: Trifolium (Issolah and
Abdelguerfi, 1999b, Issolah 2006); Hedysarum (Issolah
et al. 2006, Benhezia et al. 2013); Bellevalia and Muscari
(Azizi et al. 2016); Asparagus (Boubetra et al. 2017). Envi-
ronmental factors also, influenced karyotype parameters
in Aegilops (Poaceae) species (Baik et al. 2017). Significant
relationships were found between Altitude, total lengths
chromosome set and interchromosomal asymmetry on
the one hand and, on the other hand, between rainfall
and intrachromosomal asymmetry (Baik et al. 2017).

According to Hayward and Breese (1993), natural
habitats are rarely, if ever, uniform in space and time
and can encompass several distinct micro-niches or go
through large seasonal fluctuations. Although Trifolium
subterraneum is a self-pollinating species, Allard and
Adams (1969) and Hayward and Breese (1993), report
that fluctuations and variation in edaphic conditions at
the site of origin trigger in self-pollinated species, a dis-
ruptive selection that produces and maintains high levels
of variability in wild populations.

In Italy, a relationship between many morphological
characteristics and the ecological factors of the environ-
ment of origin (altitude and rainfall) has been deter-
mined in several populations of T. subterraneum from
Sicily (Piano et al.1993, Pecetti and Piano 1998).

In a large collection of subsp. subterraneum germ-
plasm of Sardinia, Piano et al. (1996, 2002) found that
the level of complexity for various traits varied greatly
among populations and was influenced by the climatic
characteristics of the collection sites.

Within the genus Trifolium, interesting relation-
ships have been found between many morphological
characteristics and some ecological factors (altitude and
rainfull) of the environment of origin of several spon-

taneous Algerian populations belonging to various spe-
cies (T. campestre, T. glomeratum, T. tomontosum, T.
resupinatum, T. scrabrum, T. lampaceum, T. spumo-
sum) (Issolah and Abdelguerfi 1993, 1995, 2003 ; Issolah
2006). In addition, Medoukali et al. (2015), do not report
any significant relationship between the morphological
characteristics and the environment of origin of popu-
lations belonging to several Trifolium species (T. angus-
tifolium, T. lappaceum, T. resupinatum, T. tomentosum,
T. scabrum, T. campestre, T. fragiferum, T. pallidum, T.
pallescens, T. squarrosum, T. glomeratum, T. cherleri, T.
stellatum, T. repens and T. spumosum). Nevertheless, a
large genetic variation of isoenzymes has been observed
(Medoukali et al. 2015).

Although the species is self-pollinated with cleis-
togamous flowers (Katznelson and Morley 1965), there
is a possibility of occasional cross breeding, and this
exceptional rarefaction could be of great importance for
the evolution of T. subterraneum. Marshall and Broué
(1973) estimated the cross-pollination rate of the Aus-
tralian clover populations at 0.15%. Variation released
by occasional hybridization can then be fixed by selfing
and made available to natural selective pressures (Cocks
1992b). According to Piano (1984), natural populations
of subterranean clover were formed by clusters of several
genetically distinct strains. This would probably explain
the chromosomal variation observed in this study
within and between populations. As a result, the dif-
ferent populations of T.subterrarenum would have been
crossed.

Meanwhile, four populations from the same region
exhibited the same somatic behaviour (2n = 16 and 18)
(within the same individual and between different indi-
viduals) and meiotic (n = x = 8 and n = x = 9). These
populations would probably be evolved in time, since
they belong to a species of the “Trichocephaleum” section
considered, according to Zohary and Heller (1984), as
the most evolved section compared to other sections of
the genus Trifolium. This section is therefore composed
of species, whose interaction, with the various ecologi-
cal characteristics of the natural habitat, would affect the
chromosomal rearrangements and evolutionary trends
of the populations within T. subterraneum species.

CONCLUSION

This study permitted to identify and analyse the
intraspecific diversity of the chromosome numbers and
karyotypes within nine natural populations of Trifo-
lium subterraneum, originating from the different areas
of the north eastern Algeria. Two chromosome numbers
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are distinguished in this species: 2n=16 (x=8) and 2n=18
(x=9). The first number (2n=16), is widely detected by
previous authors, while the second one (2n=18) is new-
ly observed in algerian populations of this species. The
latter number (2n=18) is frequently met in populations
coming from the high altitude areas. The ecological con-
ditions of the origin’s environment of the populations
would have an effect on the changes in the genetic and
karyological structure, particularly the altitude factor.
This karyological approach provides new information
that will help researchers to elucidate and complete the
systematics and the nature of diversity within Trifolium
subterraneum species. However, thorough investigations
of the morphological and molecular aspects of these nat-
ural populations would be necessary, to determine the
limits of dysploidy. Furthermore, comparative analysis
with other populations from different origins would help
to understand more about the genome evolution process
of T. subterraneum populations in their environment of
origin. This would permit to valorize and develop this
plant genetic resource in the Mediterranean area, espe-
cially in Algeria.
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