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Contribution a la chimie taxonomique de 57 espéces de Légumineuses.
Etudes qualitative et quantitative des protéines de leurs graines. Traite-
ment informatique des données

MARIE-THERESE MISSET

Résumé

MISSET, M.-T. (1977). Contribution a la chimie taxonomique de 57 espéces de
Légumineuses. Etudes qualitative et quantitative des protéines de leurs graines. Trai-
tement informatique des données. Saussurea 8: 1-18.

L’article présenté ici, est le condensé de la thése soutenue le 12 septembre 1977 a
I’'Université de Genéve. Le but du travail est de mettre en évidence des caractéres
protéiques stables, utilisables en chimiotaxonomie afin d’apporter des informations
supplémentaires aux systématiciens.

Abstract

MISSET, M.-T. (1977). Contribution to the chemotaxonomy of 57 species of
Leguminosae. Qualitative and quantitative studies of the seed proteins with elec-
tronic processing of the obtained data. Seussurea 8: 1-18. In French.

The present article is the digest of a thesis presented on September 12th 1977 at
Geneva University. The aim of the work is to display steady proteinic characters of
practical use in chemotaxonomy, in order to provide taxonomists with additional
information.

Introduction

Depuis plusieurs dizaines d’années de nombreux laboratoires ont orienté leurs
recherches vers la chimie taxonomique, utilisant comme matériel de base des méta-
bolites secondaires (flavonoides, terpénes ou autres petites molécules) ou des
macromolécules (acides nucléiques et protéines). Dans cette derniére catégorie, les
protéines sont les plus utilisées car elles représentent un matériel relativement abon-
dant et d’extraction facile. De plus, étant au centre du métabolisme primaire, elles
sont le reflet fidéle du géndme, et peuvent donc servir a des travaux taxonomiques
comme I’a montré J. MIEGE (1975a).

Si la chimie taxonomique est maintenant répandue, elle reste suspecte aux yeux
de bien des botanistes qui reprochent aux biochimistes d’intervenir dans un domaine
qu’ils ne connaissent pas ou mal. Il est certain que I’alliance des deux disciplines
biochimie et taxonomie n’est pas chose aisée car il est rare qu’un méme individu
soit compétent dans ces deux disciplines. C’est pourquoi il est souhaitable qu’une
collaboration s’établisse entre les spécialistes de ces deux branches afin de donner
de meilleurs résultats.
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Pour pallier a ces difficultés et a ces critiques, le chimiotaxonomiste doit pren-
dre de multiples précautions, tant du point de vue méthodes d’analyses que du
point de vue détermination et échantillonnage des plantes. SMITH (1976) propose
6 principales étapes a respecter dans tout le travail chimiotaxonomique:

— choix d’un groupe, étude systématique de ce groupe et échantillonnage correct;
— choix, maitrise et modifications de techniques chimiques appropriées;

— analyse compléte du matériel;

— interprétation et comparaison des résultats avec ceux de la littérature;

— ajustements de classification si nécessaire;
— traitement des relations évolutives entre taxons, d’aprés les nouvelles données.

Nous avons essayé de suivre le mieux possible ce plan sans toutefois aborder le
dernier point.

Le choix du groupe s’est porté tout naturellement sur les Légumineuses et plus
particuliérement sur la sous-famille des Fuboideae puisque les recherches poursui-
vies dans notre laboratoire sont en majorité basées sur ce taxon. D’autre part, les
Faboideae sont riches en protéines, en contenant 17 a 25/ et méme jusqu’a 50%
chez les espéces cultivées contre 6 a 14% chez les Céréales. Plusieurs raisons ont
guidé le choix de la graine comme source de protéines:

— la graine est un organisme complet, autonome dés la fin de sa maturation, vivant
alors au ralenti, peu sensible aux influences extérieures car protégée du milieu
ambiant par des téguments imperméables, parfois trés épais;

— de par sa forme et sa consistance, la graine est un matériel peu fragile et facile-
ment stockable. A ce sujet, GRANGE (1976) a étudié le vieillissement des grai-
nes stockées dans des conditions différentes d’humidité et de température pen-
dant plusieurs années. De ses travaux, il ressort que la meilleure facon de con-
server les graines est de les maintenir a 4°C. Toutes les graines utilisées ici ont
donc été stockées en chambre froide aprés avoir été récoltées, séchées et triées;

— enfin les graines présentent un intérét taxonomique certain comme ’ont mon-
tré plusieurs chercheurs, entre autres KLoz & al. (1960). Ils ont comparé les
diagrammes électrophorétiques des feuilles, tiges et hypocotyles de plusieurs
plants de haricot. Ces diagrammes varient non seulement entre les plants mais
a 'intérieur d’'un méme plant, selon son age. Les mémes expériences faites sur
des cotylédons ont donné des diagrammes stables a I'intérieur d’'un méme taxon.

Quant au choix des espéces étudiées (fig. 9), il a été guidé par les ressources
naturelles de la région. La plupart des espéces sauvages viennent du Valais ou les
stations sont abondantes (Oxytropis, Ononis et Astragalus). D’autres especes pro-
viennent du Jardin botanique de Geneéve (Genisteae surtout) et de stations expéri-
mentales, Versailles pour les Trifolieae et Gembloux (Belgique) pour les Phaseo-
leae. Pour ce qui est de I’échantillonnage, WoOLFE & HAMBLIN (1974) ont fait
des études comparatives sur la teneur en protéines des graines de haricot prove-
nant d’une méme gousse, des graines provenant de gousses différentes sur un méme
plant et de plants différents. Ils ont observé les plus fortes variations de la teneur
en protéines entre les gousses inférieures et supérieures d’'une méme plante, ces
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dernieres étant les moins riches en protéines. lls préconisent de récolter au moins
10 graines sur des plants différents pour que I’échantillon soit représentatif d’une
population.

Or nous avons souvent récolté le maximum de gousses mures dans chaque popu-
lation afin d’avoir assez de graines pour les expériences en laboratoire. Le probléme
de la représentativité ne se pose donc pas.

Quant aux méthodes d’extraction, elles ont été mises au point par M.-N. MIEGE
(1970) sur Lablab et sur Phaseolus (MIEGE, M.-N. 1975) afin d’obtenir des résul-
tats reproductibles, un % maximum d’azote extrait et une meilleure séparation des
albumines et des globulines au cours de la dialyse.

On appelle albumines et globulines des protéines caractérisées par des proprié-
tés de solubilité différentes. Les albumines sont solubles dans I’eau pure et les solu-
tions salines, les globulines ne sont solubles que dans les solutions salines. Au cours
des expériences quantitatives, nous avons utilisé un troisiéme type de protéine, les
glutélines, solubles dans NaOH 0.1 N. Au point de vue fonctions, les albumines
représentent principalement les protéines a fonctions enzymatiques. Les globuli-
nes regroupent des protéines de réserve localisées dans les corps protéiques et les
glutélines auraient une fonction de structure.

Le travail se compose de deux parties principales.

Une étude quantitative

Albumines, globulines et glutélines sont extraites de fagon exhaustive puis dia-
lysées 64 heures contre de l'eau pour éliminer les petites molécules et séparer
albumines et globulines; les albumines restant en solution dans I’eau, les globuli-
nes précipitant au fond du sac a dialyse. Albumines, globulines et glutélines sont
ensuite mises a sécher & 120°C, pesées, puis réduites en poudre a partir de laquelle
on dosera I’azote contenu dans ces trois types de protéines. Ces manipulations per-
mettent de calculer la teneur en azote des albumines, globulines et glutélines de
chaque espéce de méme que celle de la farine de départ.

Une étude qualitative

Les albumines et globulines, aprés extraction et dialyse, sont lyophilisées, ce
qui permet de les conserver sans altération a température ambiante dans une atmo-
sphére séche. On fait ensuite migrer ces protéines a travers un gel d’agarose tam-
ponnée, coulé sur des lames de verre. Aprés migration, les lames sont diversément
colorées selon que 'on veut révéler la totalité des protéines ou des enzymes par-
ticuliéres. Outre la coloration au noir amide, globale, nous avons choisi de révéler
les peroxydases, les estérases et les phosphatases acides.

Nous voila donc en présence d’un matériel stable, bien déterminé, de méthodes
au point et de résultats reproductibles. Mais avant d’entreprendre toutes ces mani-
pulations de longue haleine une question se pose: peut-on con parer des especes
différentes provenant de stations différentes? La variabilité due au milieu ne
va-t-elle pas interférer avec la variabilité génétique?
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Influence du milieu sur les protéinogrammes

En effet, facteurs climatiques et nature du sol peuvent influencer le contenu
protéique des graines. La plupart des études menées sur ce sujet concerne des plan-
tes vivriéres. GOMEZ & DE DATTA (1975) ont observé chez certaines variétés de
riz que la quantité de protéines peut varier de 4.8 a 12.1% en fonction de ’époque
de la récolte, de la station de culture, de l'apport d’engrais, de l’irrigation et du
sarclage. D’autres études, qualitatives cette fois, ont été faites tant sur les Céréales
que sur les Légumineuses. J. MIEGE (1975b) a constaté que des espéces ivoiriennes
et sénégalaises d’Adansonia possédaient les mémes diagrammes albuminiques et
globuliniques. COULSON & SIM (1964) travaillant sur 38 variétés de blé ont mon-
tré que les diagrammes électrophorétiques sont typiques de chaque variété et ils
ont obtenu des diagrammes identiques a partir des mémes variétés poussant dans
des stations différentes. De méme, LADIZINSKY & ADLER (1974) n’ont trouvé
chez 88 cultivars de Cicer arietinum présentant une trés grande variabilité mor-
phologique, qu’un seul profil électrophorétique des protéines de leurs graines, pro-
fil composé de 7 bandes.

Ces résultats montrent que les protéines subissent des variations quantitatives
sous l'influence du milieu mais il semble que la structure de ces protéines reste
assez constante.

Voyons ce qui se passe qualitativement pour quelques-unes de nos 57 espéces.
Nous avons cherché a connaitre les effets des variations climatiques d’une année
a lautre dans une méme station, et les variations dues non seulement aux facteurs
climatiques mais aussi a la nature du sol dans diverses stations.

Especes récoltées dans une méme station

Especes Station Année de
récolte

Genista aetnensis (Biv.) DC. .. ......... Jardin botanique (Ge) 1975-1976
Petteria ramentacea (Sieber) C. Presl . .. ... Jardin botanique (Ge) 1974-1976
Oxytropis campestris (L.)DC. . ... ... ... Zermatt (Vs) 1975-1976
Oxytropis lapponica (Wahlenb.) J. Gray . ... Valdes Dix (Vs) 1975-1976
Colutea arborescens L. . . . . ... ....... Sierre (Vs) 1975-1976
Tetragonolobus maritimus (L.) Roth . . . . .. Zermatt (Vs) 1975-1976

Les extractions ont été faites en 1976; certaines graines ont donc passé 1 a 2 ans
en chambre froide.

A part quelques variations quantitatives, on n’observe aucune variation qualita-
tive au niveau des albumines noir amide, estérases et phosphatases. Par contre, il
en va tout autrement pour les peroxydases qui perdent rapidement leur activité
enzymatique malgré la conservation a 4°C, ce qui rend ce type d’enzyme inutili-
sable pour un tel travail. Cela confirme ce que GRANGE (1976) avait observé au
cours de ses recherches sur le vieillissement de la graine.
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Especes de provenances diverses

Especes Stations

Tetragonolobus maritimus (L.) Roth . . . ... ... ... Aire-la-Ville, 400 m (Ge)
Astragaluscicer L. . . . .. . . ... .. ... Jardin botanique, 400 m (Ge)
Astragaluscicer L. . . . ... ... ... .. ... ..... Folaterres, 490 m (Vs)
Astragalus glycyphyllos L. . . . .. .. ... ... ..... Bords de I'Aire, 390 m (Ge)
Astragalus glycyphyllos L. . . . .. .. ... ........ Val Bavona, 880 m (Ti)
Astragalus glycyphyllos L. . . ... ............. Ss Brontallo, 640 m (Ti)
Astragalus glycyphyllos L. . . .. ... ... ........ St-Jean, 1300 m (Vs)
Viciasepium L. . . . . . . . . . . .. ... St-Jean, 1420 m (Vs)

Vicia sepium L. . . . . . . . . .. . . e Zmutt, 1770 m (Vs)

Vicia onobrychioides L. . . . . ... .. ... ........ Liddes, 1400 m (Vs)

Vicia onobrychioides L. . . . . . ... ... ......... Zermatt, 1650 m (Vs)
Lathyrus sylvestris L. . . . . . . . . . v .. Ss Salvan, 900 m (Vs)
Lathyrus sylvestris L. . . . . .. . ... . ... ... ... Ss Brontallo, 560 m (Ti)
Lathyrus sylvestris L. . . . . . .. . ... e ui... Bords de I’Aire, 390 m (Ge)
Lathyrus heterophyllus L. . . . . . .. .. ... .. ..... St-Jean, 1420 m (Vs)
Lathyrus heterophyllus L . « 55000 5 5 5 srwp ¢ 5 5 % 50w s Mache, 1330 m (Vs)

Pour certaines espéces I'altitude est trés différente d’une station a 'autre (Tetra-
gonolobus, fig. 3, Astragalus glycyphyllos, fig. 4). Pour A. cicer, c’est la richesse
de la couche nutritive qui varie, terre assez riche au Jardin botanique de Genéve,
sol plus ou moins rocailleux aux Folaterres le long du Rhone. Chez toutes ces
espéces on ne remarque que des variations quantitatives malgré les conditions de
vie différentes. De méme Vicia sepium et V. onobrychioides ne présentent aucune
différence. Chez Lathyrus (fig. 5) cependant, on note des différences qualitatives
au niveau des estérases et phosphatases acides alors que les diagrammes totaux sont
constants. Pour savoir si ces variations sont de nature écologique ou génétique, il
aurait fallu les cultiver sous des conditions identiques, ce qui n’a pas été fait faute
de temps, mais il serait intéressant de revenir sur ce sujet.

Les protéinogrammes fournissent des données fiables, certaines enzymes étant
peu sensibles aux variations d’ordre écologique et a la conservation, a I’exception
des peroxydases que nous avons abandonnées par la suite.

Etudes quantitative et qualitative des 57 espéces — Discussion

Etude quantitative

En plus des caracteres qualitatifs représentés par les diagrammes électrophoré-
tiques dont nous venons de voir la stabilité, nous avons voulu utiliser certains
caractéres quantitatifs dont la valeur taxonomique avait été démontrée par SPIERER-
ROYER (1975) sur 15 variétés de Vigna. Ces caractéres quantitatifs sont au nom-
bre de 7: poids secs des albumines, globulines et glutélines, les pourcentages d’azote
des albumines, globulines, glutélines et farines. Pour faciliter I'interprétation des
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Fig. 5. — Graines récoltées dans diverses stations. Protéinogramme 3.

données et voir comment s’ordonnent les individus entre eux, il a fallu faire appel
a ordinateur.

Les résultats sont codés de facon a former une matrice assimilable par I'ordi-
nateur. On applique alors a cette matrice un algorithme de classification, c’est-a-
dire que 'on calcule I'indice de similarité qui permettra la constitution des grou-
pes naturels.

Nous avons procédé tout d’abord a une analyse des correspondances. On peut
représenter I'ensemble des individus dans un hyper-espace a autant de dimensions
qu’il y a de variables analysées. Certaines de ces variables apportent un maximum
d’informations nécessaires a lindividualisation des nuages d’individus dans cet
hyper-espace, les autres sont négligeables. Il faut donc rechercher les directions
principales d’étirement des nuages de points, directions ou axes qui contiendront
les variables a plus haut poids informatif, puis voir comment s’organisent les indi-
vidus par rapport a ces axes. Tel est le but de I’analyse des correspondances. Sans
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entrer dans les détails, disons simplement que le premier axe a un taux d’inertie
de 0.696, c’est-a-dire qu’il explique 69.6% de l'information contenue dans la
matrice. Ce premier axe représente un antagonisme entre le poids sec des globu-
lines et celui des glutélines. Le deuxiéme axe est un antagonisme entre les poids
secs des albumines et une combinaison poids sec des glutélines pourcentage d’azote
des albumines, mais il n’explique plus que 25.5% de l'information initiale; les
autres axes sont donc négligeables.

Il est important de noter que cette analyse des correspondances établit des
groupements d’individus en fonction de variables mais elle ne donne aucune indi-
cation de hiérarchisation de ces groupes. Les groupes étant établis, on peut pon-
dérer ces variables en procédant a une analyse discriminante. Il s’agit d’une hié-
rarchisation des variables en partant de celle qui a le plus haut poids taxonomi-
que, c’est-a-dire celle qui sépare le mieux les nuages d’individus. Cette analyse se
déroule en trois temps:

— pondération des variables a partir d’individus de base;
— vérification de la pondération a ’aide d’individus tests;
— allocation des individus anonymes n’ayant pas servi a la premiére analyse.

Le programme procéde pas a pas, c’est-a-dire qu’a partir des groupes pré-établis,
la machine va chercher la variable qui, a elle seule donnera le meilleur pourcentage
de bon reclassement des individus dans ces groupes. Puis connaissant cette variable,
elle va en chercher une deuxiéme qui, jointe a la premiére, améliorera le pourcen-
tage de bien classés et ainsi de suite jusqu’a épuisement des variables. Dans cette
étude quantitative, la variable la plus importante est le pourcentage d’azote des
globulines qui donne 43.14% de bien reclassés. Puis vient le poids sec des gluté-
lines qui fait passer le % de bon reclassement de 43.14 a 76.47%. Au pas numéro
7, I'introduction du poids sec des albumines n’apporte pas d’information supplé-
mentaire. Les 76.47% de bien classés représentent les Genisteae, Phaseoleae et
Vicieae parmi les groupes les mieux fournis. Par contre, Astragaleae, Galegeae et
Trifolieae ne semblent pas caractérisées par ces variables quantitatives car elles se
reclassent mal, méme avec la totalité des variables.

Quant au dendrographe (fig. 6) qui est la visualisation spatiale des groupements
naturels établis a partir de la matrice qui a servi pour les analyses précédentes, il
permet de faire les mémes observations. Il est curieux de constater que les Genis-
teae forment deux groupes distincts séparés par la quantité de glutélines et leur
pourcentage d’azote qui sont supérieurs chez les especes du second groupe.

Comme on pouvait s’y attendre, les caractéres quantitatifs ne sont pas suffi-
sants dans certains cas pour établir des groupements naturels comparables a ceux
établis par les botanistes, mais ils donnent des renseignements intéressants quant
a la richesse en protéines des diverses espéces étudiées.

Les résultats de I’étude qualitative vont étre nettement meilleurs car les dia-
grammes électrophorétiques ont une valeur taxonomique supérieure aux caracteres
quantitatifs.
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Fig. 6. — Dendrographe quantitatif.
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Etude qualitative

Aprés avoir éliminé les diagrammes des peroxydases qui ne résistent pas au
stockage, nous avons donc comme éléments de comparaison les diagrammes élec-
trophorétiques suivants:

— albumines et globulines totales colorées au noir amide;
— albumines et globulines estérases;
— albumines et globulines phosphatases acides.

La encore l'intégration de toutes ces bandes est impossible a réaliser sans faire
appel a l'informatique. Pour coder convenablement les résultats, les lames d’aga-
rose sont passées sur un densitométre qui donne l'intensité de chaque bande ainsi
que sa distance a ’origine. A partir de cette nouvelle matrice, nous avons pratiqué
une analyse discriminante afin de connaitre les variables a plus haut poids infor-
matif. Ce sont les albumines noir amide et les albumines estérases qui donnent les
meilleurs résultats avec 100% de bien classés pour les albumines noir amide et
98.25% pour les albumines estérases. Les autres diagrammes protéiques donnent
des résultats médiocres. Cependant le poids taxonomique des variables différe selon
que l'on considére ’ensemble des 57 espéces, ou chaque groupe pré-établi. Par
exemple chez les Phaseoleae (fig. 7), les globulines noir amide ont un plus haut
poids taxonomique que les albumines noir amide. Il en est de méme pour les
Genisteae (fig. 8) et les Loteae. Les Vicieae sont caractérisées par les albumines
estérases et les globulines estérases.

Pour mieux comprendre I'importance des variables qualitatives dans la répar-
tition des 57 espéces en groupes naturels, examinons le dendrographe établi a par-
tir de la matrice qualitative (fig. 9).

Le programme de Mac CAMMON (1970) adapté a FUNIVAC 1108 permet
de calculer les distances euclidiennes séparant les espéces, sur la base de ’ensemble
des variables qualitatives. Sur le dendrographe, nous voyons que les 57 espéces
se répartissent en 17 sous-groupes, eux-mémes réunis en 9 groupes naturels. Nous
constatons que ces sous-groupes comportent soit les espéces d’un méme genre,
soit les espéces de genres différents. Cela vient surtout du nombre d’espéces utili-
sées par genre; la ou les espéces sont nombreuses (Lathyrus, Vicia, Phaseolus,
Astragalus et Oxytropis), les sous-groupes représentent les genres, tandis que les
autres regroupent plusieurs genres voisins.

Certaines espéces se trouvent isolées, montrant peu d’affinité avec les groupes
proches. C’est le cas de Baptisia australis et de Robinia pseudacacia. 1l est aussi
intéressant de noter que les genres Pisum, Cicer et Lens représentés par 3 especes
cultivées, sont séparés du groupe des Lathyrus et Vicia dont toutes les espéces
sont sauvages. Cela pose le probléme des plantes subissant de nombreuses sélections
en vue d’un meilleur rendement des cultures; leur génome et par conséquent leurs
protéinogrammes se trouvent fortement modifiés. Dans quelle mesure peut-on alors
comparer des espéces cultivées avec des espéces sauvages?

Ce probléme ne se pose pas pour les Phaseoleae (Phaseolus, Vigna et Lablab)
dont toutes les espéces sont cultivées et proviennent d’'une méme serre. Ce groupe
des Phaseoleae est divisé en deux sous-groupes séparant Vigna de Phaseolus. Leur
séparation taxonomique s’appuyait principalement sur la morphologie du style et
des stipules. Or ces caractéres se sont révélés insuffisants. VERDCOURT (1970)
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Fig. 7. — Protéinogrammes des Phaseoleae étudiées.
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les a complétées en utilisant notamment 1’analyse des acides aminés des graines.
Nos résultats électrophorétiques semblent bien faire ressortir la séparation de ces
deux genres mais il faudrait les étendre a un plus grand nombre d’espéces de cha-
cun d’eux.

Si on compare les groupes naturels donnés par le dendrographe avec les clas-
sifications classiques, on constate qu’ils correspondent aux tribus des systématiciens.

Quant au groupe des Genisteae, scindé en deux dans I’étude quantitative, il
apparait tout a fait homogéne ici (effet de chainage). Il semble donc que cette
tribu soit sensible aux caractéres employés. BisBy & NICHOLLS (1977) travail-
lant sur 175 espéces de Genisteae, remarquent de méme que des changements dans
la formulation des caracteéres provoquent des différences importantes au niveau
de la classification de cette tribu.

Nous constatons sur le dendrographe que'les deux espéces aetnensis et tinctoria
de Genista sont trés éloignées I'une de I'autre. CHRISTOFOLINI & CHIAPELLA
(1977) ont fait la méme constatation en utilisant des méthodes sérologiques. lls
ont cependant proposé des réajustements de classification avec lesquels nous ne
sommes pas d’accord.

D’aprés ces résultats, il ne semble pas nécessaire de suivre la classification de
HUTCHINSON (1964) qui divisait en deux tribus (Laburneae et Genisteae) des
especes qui forment en fait un seul groupe naturel correspondant aux Genistineae
d’ENGLER (1964). Il en est de méme pour le dernier groupe du dendrographe.
Pris isolément (fig. 10) on constate que le groupe est subdivisé en 3 sous-groupes:

— T'un réunissant les Astragalus et les Oxytropis,;
— le deuxiéme avec Robinia et Colutea;
— le troisiéme avec Amorpha et Astragalus frigidus.

La aussi se pose le probléeme des espéces uniques; le premier sous-groupe corres-
pond a la sous-tribu des Astragalinae d’Engler tandis que les autres représen-
tent les Robiniinae, les Coluteinae et les Psoraleinae. Mais toutes ces espéces font
partie du méme groupe naturel assimilable aux Galegeae (Astragaleae) auquel vient
s’attacher Onobrychis viciifolia, dans le dendrographe général, qui n’a pas pu s’iso-
ler faute d’information suffisante.

Conclusions

D’une facon générale nous voyons que les caractéres qualitatifs donnent de
bons résultats dans I’élaboration des groupements naturels qui correspondent aux
tribus de la systématique classique.

Cette étude met en évidence différents points:

— il faut utiliser plus d’un genre par tribu et méme plus d’une espéce par genre
surtout en ce qui concerne ’analyse discriminante. Dans le dendrographe, une
espéce isolée aura plutdt tendance a s’attacher a un groupe déja formé qu’a
sisoler & moins de posséder des caractéres nettement distinctifs (cas d’Ono-
brychis viciifolia),
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— il faudrait ne pas mélanger les especes cultivées avec les sauvages, et éliminer,
dans un travail d’ensemble comme celui-ci, les espéces sélectionnées (cas de
Pisum, Cicer et Lens);

— il serait treés intéressant de se pencher plus a fond sur les tribus hétérogénes,
Astragaleae (Galegeae), Trifoliae... ainsi que sur le genre Genista,

— la classification établie par HUTCHINSON (1964), accumulant les tribus ne
semble pas justifiée. Par contre celle de ENGLER (1964) et celle utilisée dans
Flora europaea (HEYwooD & BaLrLL, 1968) sont beaucoup plus proches des
groupements naturels.

En conclusion, chez les Fuboideae, la graine est un excellent matériel d’étude
de par sa stabilité physiologique, sa bonne conservation au froid et sa richesse en
protéines. Les techniques électrophorétiques sur gel d’agarose sont tout a fait
appropriées pour un travail de grande envergure comme celui-ci donnant des résul-
tats reproductibles. Au niveau spécifique et générique on remarque des différen-
ces considérables entre les diagrammes protéiques ce qui permet de regrouper les
espéces affines et de comparer ces groupes naturels a ceux proposés par les bota-
nistes.

Grace aux analyses discriminantes, nous avons vu que les variables a plus haut
poids taxonomique sont: le pourcentage d’azote des globulines, le poids sec des
glutélines et le poids sec des albumines pour le quantitatif et les diagrammes des
albumines noir amide et albumines estérases pour le qualitatif. Il suffirait donc de
ne connaitre que ces valeurs pour attribuer une espéce non identifiée a I'un ou
I'autre groupe établi.

Grace aux résultats obtenus, ce travail ouvre la voie a d’autres recherches plus
approfondies dans les domaines suivants:

— au niveau écologique, entre autres, il faudrait pour quelques taxons bien choi-
sis comparer un grand nombre de populations, en connaissant mieux les fac-
teurs du milieu. Pour les plantes présentant une variation au niveau des dia-
grammes ¢€lectrophorétiques, comme Lathyrus sylvestris et Lathyrus hetero-
phyllus, il faudrait les cultiver sous conditions identiques et faire intervenir la
cytogénétique;

— il y a le probléme des plantes cultivées dont on peut rechercher les espéces
parentales sauvages grace aux diverses techniques électrophorétiques;

— enfin, il ne faut pas oublier un des buts essentiels de ce travail qui est d’appor-
ter des informations supplémentaires sur certains taxons posant des problémes
aux systématiciens, mais cela ne peut se faire qu’en collaboration avec eux.
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