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Interspecific variability in leaf morphology between adult trees and
seedlings of two species of oak (Quercus canariensis Willd.) and
(Quercus suber L.) and their hybrid (Quercus afares Pomel) in
NorthWestern Tunisia

Variabilité interspécifique de la morphologie des feuilles entre les
arbres adultes et les semis de deux espéces de chéne, (Quercus
canariensis Willd.) et (Quercus suber L.) et leur hybride (Quercus
afares Pomel) au Nord-QOuest de la Tunisie
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Abstract- The variability of the leaves has been studied by many authors for the identification of forest
species among themselves as in the genus Quercus. In this genus, several taxonomic groups are known
by their complex patterns of variation that lead to problems in identifying taxa at the species level.

In Tunisia the genus Quercus is the major constituent of the forest, represented by five species. In order
to characterize the morphology of the hybrid Quercus afares Pomel with respect to parental species
(Quercus canariensis willd and Quercus suber L), we studied the morphological variability of leaves in
the adult stage and to progress in understanding the differences between the hybrid and parents, it was
important to check whether morphological discrimination was still possible at the planting stage. The
leaves were sorted by plant and then scanned. The images were thresholded and processed with Image
J software (1.43). Morphological variables of size and shape were evaluated, we described the variability
using an analysis of variance (ANOVA) and a Multiple Component Analysis (MCA). The results
revealed a high level of diversity in both the adult and seedling stages, with a higher overlap between
Q. afares and Q. canariensis than between Q. afares and Q. suber. The hybrid was different from parents
for most traits and positioned intermediate for size traits, whereas it was different for shape traits. Q.
suber and Q. canariensis remained morphologically distinct. The study resulted in interspecific
discrimination with three distinct groups corresponding to the species and forming a gradient. They are
arranged from small circular and round leaves (Q. suber) to elongated, slightly lobed leaves (Q. afares)
and finally large, lobed leaves corresponding to leaves of Q. canariensis.

Keywords: Foliar morphology, variability, Quercus, hybrid.

Résumé - La variabilité des feuilles a été¢ ¢tudiée par de nombreux auteurs pour 1’identification des
especes forestieres entre elles tel que dans le genre Quercus. Dans ce genre, plusieurs groupes
taxonomiques sont connus par leurs modéles complexes de variations qui conduisent a des problémes
dans I’identification des taxons au niveau des espéces.

En Tunisie le genre Quercus est le constituant majeur de la forét, représenté par cing espéces. Afin de
caractériser la morphologie de 1’hybride Quercus afares Pomel par rapport aux espéces parentales
(Quercus canariensis willd et Quercus suber L), nous avons étudié la variabilité morphologique des
feuilles au stade adulte et pour progresser dans la compréhension des différences entre 1’hybride et les
parents, il était important de vérifier si la discrimination morphologique était encore possible au stade
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semis. Les feuilles ont été triées par plant puis scannées. Les images ont ét¢ seuillées et traitées avec le
logiciel Image J (1.43). 11variables morphologiques de taille et de forme ont été évaluées, nous avons
décrit la variabilité en utilisant une analyse de la variance (ANOVA) et une Analyse en composante
Multiple (ACM). Les résultats ont révélé un niveau élevé de diversité tant au stade adulte qu’au stade
semis, avec un seuil de chevauchement plus élevé entre Q. afares et Q. canariensis qu’entre Q. afares
et Q. suber. L’hybride était différent des parents pour la plupart des traits et s’est positionné en
intermédiaire pour les traits liés a la taille, alors qu'il était différent pour les caractéres de forme. Q.
suber et Q. canariensis restaient morphologiquement distincts. L’étude a abouti a une discrimination
interspécifique présentant trois groupes bien séparés correspondant aux especes, et formant un gradient.
Elles sont ordonnées depuis de petites feuilles circulaires et rondes (Q. suber) jusqu’a des feuilles
allongées et peu lobées (Q. afares) et enfin des feuilles grandes et lobées correspondant aux feuilles de
Q. canariensis

Mots clés : Morphologie foliaire, variabilité, Quercus, hybride.

1. Introduction

Les différences de la morphologie et de I'anatomie des organes reproducteurs, les caractéristiques des
feuilles, des bourgeons, des rameaux et des troncs (écorces) sont utilisées pour distinguer les especes.
Elles sont évoquées dans la distinction des espéces forestiéres entre elles comme dans le genre Quercus
(Dupouey et Badeau 1993 ; Bacileri et al. 1995 ; Borozan et Bobac 2003 ; Kremer et al. 2002 ;
Boratynski et al. 2008 ; Viscosi et al. 2010). Les caractéres morphologiques ont été le principal outil
pour la classification taxonomique dans le genre Quercus dés l'introduction de la taxonomie moderne
par Linné au 18°™ siécle jusqu'a la récente émergence de la génétique moléculaire.

Comme ils représentent les parties les plus facilement accessibles des arbres et faciles a mesurer avec
I’utilisation des accessoires €électroniques et des logiciels, les traits foliaires ont été récemment utilisés
avec succes dans différentes études biométriques (Dupouey et Badeau 1993 ; Kleinschmit et al. 1995 ;
Viscosi et al. 2009, et 2011 ; Neophytou et al. 2011).

L’hybridation et I’introgression génétique produisent a priori des especes de chénes de morphologie
intermédiaire et différentes méthodes existent pour distinguer les espéces parentales et leurs hybrides.
Elles reposent sur la description de caractéres observables comme la morphologie foliaire qui reste
toujours utile pour démontrer les relations entre les hybrides putatifs et les espéces parentales (Bruschi
et al. 2000).

L'évaluation de la variabilité morphologique dans un peuplement mixte de chénes a permis la description
de leurs phénotypes, y compris les hybrides (Mhamdi et al. 2013).

Les Caractéres morphologiques des feuilles ont été utilisés pour distinguer deux espéces de Quercus a
croissance sympatrique et établir le niveau d'introgression (Boratynski et al. 2008 ; Cristofolini et Crema
2005 ; Bacilieri et al. 1995). En effet, la variation de la morphologie foliaire est un important outil pour
comprendre la différenciation génotypique entre les espéces, placées dans des conditions particulicres
excluant les interactions avec la plasticité phénotypique, au sein des complexes particuliers (Kremer et
al. 2002 ; Ito 2009), et d'évaluer l'expression des caractéres de descendances hybrides sur des
croisements controlés (Kleinschmit et al. 1995 ; Bacilieri et al.1995 ; Ito 2009)

Les espéeces de genre Quercus ont longtemps été étudiées de point de vue taxonomique, écologique et
leurs caractéristiques biologiques qui influengaient leurs distributions spatiales. D’autres hybrides et
endémiques comme le chéne afarés (Quercus afares Pomel) qui est une espéce relictuelle cantonnée
géographiquement entre le Nord—Ouest Tunisien dans une seule population (environ 750 arbres,
observation personnelle) et le Nord-Est Algérien (les deux Kabylies) dans plusieurs populations, en
mélange avec le chéne licge et le chéne zeen (Quezel et Santa 1962) restent encore peu connues.
L’analyse génétique des deux populations algérienne et tunisienne conduite par Mir et al (2006), en
utilisant des allozymes et des marqueurs chloroplastiques, a montré que Q. afares (espéce caduque) est
issu de I’hybridation entre Q. suber (espéce sempervirente) et Q. canariensis (espéce semi caduque),
deux espéces qui ont des exigences écologiques différentes et phylogénétiquement éloignées.
L’objectif de ce travail est d’étudier la variabilité de la morphologie foliaire de Q. afares ; Q. suber et
Q. canariensis pour définir la proximité de la morphologie foliaire de cet hybride par rapport a ses
parents aux stades adulte et semis.

MHAMDI et al. (2018) / Journal of new sciences, Agriculture and Biotechnology, CIRS (22), 3439-3448 3440



Volume CIRS (22). Published April, 01, 2018 h JOURNAL
u . Puoli il, 01, ?
WWW.jnsciences.org % OF NEW SCIENCES

E-ISSN 2286-5314 e WWW.JNSCIENCES.ORG

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal et échantillonnage

Les feuilles et les glands ont été collectées de la population d’origine existant dans la forét de Ain Zena
(36°43°N et 8°51° E) qui appartient a la grande région de la Kabyle Numidie —Kroumirie (Vela et
Benhouhou 2007). C’est une zone de moyenne montagne, constituant la limite Sud de I’ensemble
forestier d’Ain Draham, de 1’étage bioclimatique humide supérieur a hiver tempéré. Son altitude est
comprise entre 870 et 960m. Elle s’agit d’une réserve naturelle qui s’étend sur les deux flans d’un ravin
sur flysh numidien et sur sol humifére a mull constitué sous une litiére de chéne zeen (Ben Mhamed et
al. 2002).

Les mesures ont été réalisées sur des feuilles de lumiére, matures, sans dommage. Pour chaque stade les
feuilles sont triées par arbre et par plant (a raison de10 feuilles par arbre et entre 5 a 8 feuilles par plant).
Les feuilles ont été numérisées sur la surface supérieure a l'aide d’un Scanner de type HP (Résolution
d’image de 380 dpi). La différenciation des espéces sur le terrain a été établie de fagon nette d’apres la
forme générale du tronc et la texture de I’écorce.

2.2.Paramétres mesurés

Les images scannées ont été traitées avec le logiciel Image J (1.43) apres seuillage pour déterminer 11
traits morphologiques relatifs a la taille et a la forme mesurés sur chaque feuille. Les données relatives
a ces traits figurent dans le tableau (1).

Tableau 1. Liste des traits morphologiques mesurés et calculés.

Unité
Variable morphologique Symbole Transformation

cm?
Surface foliaire totale D Log

mm
Longueur du limbe LL log
Feret: La distance la plus longue entre deux points le long de la F o
limite sélectionnée g mm

mm
Largeur maximale de limbe LW log
Longueur/Largeur maximale LL/LW log
Aspect ratio: Grand axe /Petit axe dans une ellipse log

mm
Distance entre la base du limbe et la plus grande largeur RHei log

Solidity: surface / surface convexe (aire du polygone convexe

comprenant la feuille) D exp

3 1 . Ay A 2. . 1 . 1
Circularity: 4 © (Surface/périmétre)?; 1: perfect circle, 0: straight Circ -
segment
Roundness: 4 x Surface/ (n* P?) Round log
Symétrie Q/R asin (sqrt)

2.3. Analyses statistiques

Une ANOVA avec effet espéce a été utilisée pour déterminer la signification des différences entre
especes pour chacun des traits morphologiques sous R, les fonctions "Im"(modéle d ANOVA classique)
et "lme" ou "gls" (modeles lin¢aires mixtes) sont utilisées. Des comparaisons multiples de moyennes
entre especes ont été réalisées avec la librairie "multcomp" (Bretz F., Hothorn T. & Westfall P. (2004).
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Multcomp : Multiple Tests and Simultaneous Confidence Intervals. Au besoin, les données sont
transformées (logarithme, arcsinus (racine carree) ou exponentielle) si nécessaire afin de s’approcher au
mieux d’une distribution normale (Sokal et Rohlf, 1995). Les attributs morphologiques des feuilles sont
analysés avec une analyse des correspondances multiples (ACM) a I’aide de la fonction du di.acm () du
package ade-4 afin d'examiner la contribution des paramétres des feuilles dans la discrimination entre
les especes et pour affecter les individus d'une espéce ou d'intermédiaires sans classification a priori.
Chaque variable a été divisée en 15 classes de poids a peu pres €gal (Kremer et al.2002).

Les valeurs avec la méme lettre ne différent pas significativement au p< 0.05.

3. Résultats et Discussion

3.1. Analyse de la variance (ANOVA)

L’analyse de la variance a montré un effet espéce trés hautement significatif pour 10 caractéres et un
effet non significatif pour un seul caractére pour chacun des stades (RHei, p=0.316) concernant les
feuilles récoltées sur les arbres adultes) (Tableau 2) et la symétrie (p= 0.7) pour les feuilles des semis
(Tableau 3) traduisant une différence morphologique entre les trois espéces. Dans tous les cas les espéces
pourraient étre séparées les unes des autres.

Au stade adulte, les especes parentales (Q.canariensis et Q.suber) sont différentes pour les caractéres
morphologiques liés a la taille alors qu’elles ne montrent pas de différences significatives pour les traits
de forme. Q.afares est en position intermédiaire pour les traits de taille et est différent des deux autres
pour les traits de forme.

Quant aux semis les especes parentales (Q. canariensis et Q. suber) sont différentes pour tous les
caractéres morphologiques liés a la taille et la forme. Pour certains traits, Q. afares est significativement
différent des deux autres espéces : Soit de fagon intermédiaire entre Q.suber et Q. canariensis pour les
traits morphologiques liés a la taille, soit différent des deux pour les traits de forme. Q. afares et est
similaire a Q. canariensis seulement pour la solidité, la circularité et RHei.

Il n’y’a aucun trait morphologique pour lequel Q. afares est similaire a Q. suber et différent de Q.
canariensis dans les stades semis et adulte.
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Tableau 2. Moyennes et intervalles de confiances (IC) pour chacune des variables morphologiques de I’analyse de la variance chez les trois espéces. Pour les intervalles de confiance, le

minimum (ligne supérieure) et le maximum (ligne inférieure). Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas différentes au seuil de 5%.

Variables O.canariensis O.afares QO.suber F(1, 116) p value
surface foliaire (cm?) 332a ;é:g 17.7b }g:?g 9.10c 180”2100 2642 <0.0001
Longueur de limbe(mm) 93.47 a 9;);1 76.73 b 83?2’80 4722 ¢ :g:g(l) 193,3 <0.0001
Feret (mm) 93.56 a o 76.73 b 24 4729 ¢ (2 1931 | <0.0001
Largeur maximale (mm) 532 a 2;:; 3345b ;212213 27.29 ¢ ;2:28 3252 <0.0001
Longueur /Largeur 1.74 b i:; 2.27 a ;:i 1.72b i:gg 75,18 <0.0001
Aspect Ratio 1.81 b i:gg 24a ;:g 1.73 b i:gj 69,43 <0.0001
RHei (mm) 0.50 ns 8:2 0.48 ns 822(6) 0.50 ns 8::; 0,78 0,316
Solidity 0.92 ¢ &gg 0.94 b gﬁi 0.96 a ggg 56,1 <0.0001
Circularité 0430 gﬁé 0.44 b 8232 0.61 a 8:22 64,51 <0.0001
Roundness 0.55 a 8:2 042b 823(6) 0.57 a 8:2? 69,47 <0.0001
Symetrie 0.88 a 8:28 0.84b 8:2? 0.87 a 8:2; 13,75 <0.0001
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Tableau 3. Moyennes et intervalles de confiances (IC) pour chacune des variables morphologiques de 1’analyse de la variance chez les semis de trois especes. Pour les intervalles de confiance,
le minimum (ligne supérieure) et le maximum (ligne inférieure). Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas différentes au seuil de 5%.

Variable Q.canariensis Q.afares Q.suber F(1,387)| pvalue
Surface foliaire (cm?) 373 a ?:114425 20.13 b ;471:88 9 ¢ 171’,5000 61,01 <0.0001
Longueur de limbe(mm) 108.7 a 19199’2100 85.5b ;i:g 46 c :i:gg 79,14 <0.0001
Feret (mm) 108.7 a 19199’2100 85.5b 7;18 458 ¢ :(1)238 78,96 <0.0001
Largeur maximale(mm) 54.6 a 28:(5)8 36.21Db g;:g 27.5¢ 5(5):(2)8 71.21.2 <0.0001
Longueur /Largeur 2 b ;:38 235a ;:i 1.66 ¢ i:gg 97,34 <0.0001
Aspect Ratio 2.12b ;:gg 2.54 a ;:; 1.71 c i:gg 99,9 <0.0001
RHei (mm) 0.57 a 8:2 g 0.56 a 8:2 3 0.48 b g::g 59,8 <0.0001
Salidicy YN SNTCIEEN R R PR T R O
Circularité 0.42b 8:32 0.39b 8:‘3& 0.6a 8:22 105,4 <0.0001
Roundness 0.47b 8:33 039 ¢ 8:‘3‘(8) 0.58 a 8:28 99,8 <0.0001
Symetrie 0.86 ns 8:23 0.86 ns 8:::8 0.87 ns 8:2; 0,34 0,7
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3.2. Analyse des Correspondances Multiples (ACM)

Les résultats de 1'analyse des correspondances multiples (ACM) ont permis de faire ressortir les deux
premicres composantes. La projection des espéces dans les deux premiers plans factoriels de I'ACM
(Figure 1) a abouti a trois poles de distribution correspondant aux trois especes, avec une distinction
claire entre les groupes. Les espéces Q. suber et Q. canariensis sont largement différentes et sont
complétement disjointes 1’une de ’autre alors que Q. afares a fait le pont entre ces derniéres, dont
certains individus ont été plus proches de Q. canariensis, d’autres sont inclus dans Q. suber avec une
variabilité intraspécifique assez grande.
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Figure 1. Distribution des individus de chaque espéce sur les plans factoriels 1 et 2 (Rectangles : barycentres des arbres,
chaque branche pointe vers la position d'une feuille. Rouge=Q. suber, Noir=Q. afares, Bleu=Q. canariensis).

Chez les semis, la distribution des espéces le long de deux premiers axes de I’ACM est trés semblable a
celles observée sur les arbres adultes. Elle a montré trois groupes bien séparés correspondant aux trois
especes et formant un gradient. Elles sont ordonnées depuis de petites feuilles circulaires et rondes (Q.
suber) jusqu’a des feuilles allongées et peu lobées (Q. afares) et des feuilles grandes et lobées
correspondant aux feuilles de Q. canariensis. Les feuilles de Q. suber et Q. canariensis sont bien
séparées 1’une de I’autre, tandis que celles de Q.afares sont intermédiaires et qui montrent une certaine
proximité avec Q. canariensis plus qu’avec Q. suber ; ce dernier a montré moins de variabilité par
rapport aux deux autres espéces (Figure 2) pour les deux stades de croissance.
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Figure 2. Distribution des individus de chaque espéce sur les plans factoriels 1 et 2 (Rectangles : barycentres des arbres,
chaque branche pointe vers la position d'une feuille. Rouge= Q. canariensis, Noir=Q. afares, Bleu= Q. suber)

Les caractéres morphologiques de taille et de forme des feuilles examinées dans ces espéces en utilisant
une (ACM) et une ANOVA ont clairement révélé que Q.suber, Q. canariensis et leur hybride restent
morphologiquement distincts pour certains traits quantitatifs organisés selon un gradient parabolique
(forme de fer a cheval) le long des plans de I’ACM, partant des feuilles petites et rondes (Q. suber) aux
feuilles grandes et longues (Q. canariensis), les feuilles de Q.afares étant intermédiaires (ses feuilles
sont plus allongées chez les adultes ainsi que les semis).

La discrimination morphologique des feuilles de Q.suber de celles de Q. canariensis est aisée alors que
les feuilles de Q. afares peuvent chevaucher avec I’une ou I’autre des deux espéces parentales. Ces
résultats sont assez semblables a ceux trouvés par Tovar Sanchez et Oyama (2004). Sur d’autres espéces
de chénes au Mexique, ces auteurs ont montré que Q. dysophylla est un hybride entre Q. crassifolia et
0. crassipes et que cet hybride putatif présente des caractéres morphologiques de taille et de forme
intermédiaires entre les espéces parentales qui sont clairement distinctes. De méme, Q. crenata Lam.
est un hybride putatif entre deux espéces sympatriques Q. cerris et Q. suber, bien que sa morphologie
foliaire soit intermédiaire entre celle des deux parents. Elle est plus proche de celle de QO suber. Notons
aussi que les données moléculaires et biochimiques fournies par Bellarosa et al. (2005) ont montré que
0. crenata est plus étroitement li¢ a Q. suber (Cristofolini et Crema, 2005).

0. afares était intermédiaire aux especes supposées parentales pour les traits liés a la taille des feuilles
alors qu'il était différent pour les caractéres de forme. Des résultats similaires ont été rapportés par
Gailing et al. (2012) dans leur travail d’identification des modéles et de différenciation morphologique
de deux espéces de chéne (Q. rubra L. et Q. ellipsoidalis E J Hill), qui s'hybrident en cas de coexistence
et ont montré que I'utilisation de traits foliaires de forme a permis une séparation nette des especes.

En se basant sur des critéres morphologiques liés aussi a la taille et a la forme, des résultats similaires
aux notres sur d’autres especes de chénes ont permis la distinction entre les feuilles de Q. pubescens (a
feuilles relativement plus petites, avec un pétiole court et présentant peu de lobes primaires) et Q.
petraea, Q. virgiliana et Q. robur (Borazon et Babag, 2003).

Mir et al. (2006) ont montré, sur la base de morphologie foliaire et de distances génétiques de Nei en
utilisant a la fois des marqueurs génétiques nucléaires (allozymes) et chloroplastiques (cp ADN), que
0. afares a présenté une distance génétique plus éloignée de Q. canariensis que celle de Q. suber,
identifi¢ comme étant le parent maternel. Notre étude morphologique des feuilles ne concorde pas ce
résultat ; ses feuilles présentaient des différences importantes aux éventuels parents. D’autres cas
d'hybridations ont été rapportés dont la morphologie de I’hybride est plus proche de I'un des parents, ce
qui est montré par Kleinschmit et al. (1995) dans des croisements interspécifiques entre Q. petraea et
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Q.robu . Pour ces derniers la morphologie des hybrides était beaucoup plus proche de celle du parent
maternel. Par ailleurs, les observations révélées par Néophytou et al. (2007) ont montré que les hybrides
entre (Q alnifolia Poech) et (Q.coccifera L.) ont tendance a étre morphologiquement semblables a Q.
alnifolia, le parent maternel.

Notre étude a montré qu’en se basant sur les traits quantitatifs de taille et de forme des feuilles, la
discrimination des espéces est évidente au stade semis : L hybride (Q. afares) était différent des parents
(Q. suber, Q. canariensis) pour la plupart des traits et s’est positionné en intermédiaire pour les traits de
taille. L’analyse de la variance a clairement révélé également que Q. suber et Q. canariensis restaient
morphologiquement distincts pour tous les traits quantitatifs mesurés.

La projection des semis sur les plans de I’ACM est identique a celle observée chez les mémes espéces
au stade adulte : des feuilles petites et arrondies caractéristisent Q. suber., Q. canariensis a présenté des
feuilles grandes et plus au moins allongées et entre les deux se trouve Q. afares avec des
feuilles plus allongées tout en motrant plus de continuité avec les feuilles de chéne zeen. Néanmoins, la
discrimination de Q. suber par rapport aux Q. canariensis et Q. afares a été observée sans ambiguité
tandis que ces derniers se chevauchaient entre eux. A ce stade de développement, le chevauchement
entre individus était beaucoup plus important entre Q. afares et O.canariensis que celui entre Q. afares
et O.suber.

Nos résultats ne corroborent pas ceux obtenus par des études antérieures, notamment eux de Kleinschmit
et al. (1995). Ces derniers ont noté que les hybrides juvéniles d’une famille F1 issus des croisements
interspécifiques entre Q. robur et Q. petraea ont présenté des morphologies foliaires semblables et plus
proches du parent femelle plutét que de phénotypes intermédiaires. Egalement, des individus de Q.
subpyrenaica (hybrides issus de croisement entre Q. faginea et Q. pubescens) ont été plus proches de
0. faginea, qui est le parent femelle (Himrane et al. 2004). Cependant, ’examen de la morphologie
foliaire au stade semis a abouti a une discrimination interspécifique nette en utilisant des critéres
quantitatifs simples, ce qui est en accord avec des résultats antérieurs (Ponton et al. 2002) sur d’autres
espéces de chénes européens contrairement a d’autres opinions répandues selon lesquelles les semis et
les jeunes arbres sont souvent trés semblables et tout a fait indistinguables en se basant sur les caracteres
foliaires (Kremer et al., 2002).

4. Conclusion

L’analyse multivariée des variables morphologiques a mis en évidence une diversité interspécifique
significative pour la majorité des traits étudiés et une séparation des caractéres de forme et de taille
foliaire en trois taxons correspondants chacun a I’une des trois espéces. L’étude a montré qu’en se basant
sur les traits quantitatifs des feuilles, la discrimination des especes est également possible au stade semis
placés en conditions homogénes, et que 1’hybride (Q. afares) était différent des parents (Q. suber, Q.
canariensis. 1l était en position intermédiaire sur les premiers axes de ’ACM et sa proximité avec les
feuilles de Q. canariensis était plus marquée au stade semis. Il existe chez ces deux derniers une
importante diversité intra-spécifique similaire a celle des arbres adultes, alors que la variabilité
intraspécifique de Q. suber est moins marquée que celle des deux autres espéces. La distribution des
espéces est similaire aux deux stades de développement.
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