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Le complexe Medicago murex, 1égumineuse fourragére méditerranéenne, fait 'objet d'une controverse
taxonomique depuis plus de deux siécles. Au cceur de cette controverse se trouvent deux cytotypes
reproductivement isolés (2n=14 et 2n=16) qui présentent des caractéres morphologiques corrélés, mais dont la
délimitation nomenclaturale préte a confusion. Cette thése vise a résoudre l'ambiguité nomenclaturale en
réattribuant les noms scientifiques a l'aide d'une approche intégrative combinant, pour la premiére fois, des
analyses morphologiques statistiquement robustes et une caractérisation moléculaire a l'aide de marqueurs
microsatellites nucléaires et chloroplastiques. Une étape préliminaire de validation, conduite sur 11 espéces de
Medicago représentatives de trois sections taxonomiques majeures du genre, a permis d'évaluer le pouvoir
discriminant et la complémentarité informationnelle des marqueurs n-SSR et cp-SSR, confirmant leur efficacité
pour la différenciation taxonomique au sein du genre. Par la suite, dix-sept populations méditerranéennes
représentant les trois taxons présumés du complexe (M. murex, M. heterocarpa forme épineuse et forme non
épineuse) ont été caractérisées pour 15 traits morphologiques et analysées moléculairement a I'aide des marqueurs
précédemment validés, sept loci nucléaires (n-SSR) et cinq loci chloroplastiques (cp-SSR). Des analyses
morphologiques multivariées (NMDS, MCA, DFA, FAMD, HCA) et une régression logistique multinomiale ont
permis d'identifier des traits diagnostiques fiables, tels que le nombre de sillons sur les gousses, la forme des
feuilles matures, le rapport pédoncule/pétiole et le nombre de dents sur les feuilles. Cela a permis de différencier
les taxons avec un taux de précision supérieur a 90 %. Les analyses moléculaires ont confirmé 1'existence de trois
entités génétiquement distinctes avec des taux d'attribution de 98,93 % pour les n-SSR et de 95,88 % pour les cp-
SSR. Parmi les autres conclusions importantes, citons une grande diversité génétique (97 alléles nucléaires, 85
haplotypes chloroplastiques), un syst¢tme de reproduction autogame fort (92 % d'autofécondation) et une
différenciation importante entre les populations (Fg = 0,311 pour n-SSR ; ®pr = 0,430 pour cp-SSR). La
concordance partielle entre les compartiments génomiques chloroplastiques et nucléaires (r = 0,455) suggere une
histoire évolutive complexe impliquant une divergence allopatrique, un flux génétique asymétrique et une capture
chloroplastique. Cette étude confirme que deux des trois entités sont des especes biologiques véritablement
distinctes. De plus, les résultats montrent qu'elles nécessitent des révisions nomenclaturales. Contrairement aux
désignations courantes dans les flores actuelles, cette recherche montre que Medicago heterocarpa Spach (1849)
devrait étre prioritaire et désignée pour le cytotype 2n=16 au lieu de Medicago murex willd. En outre, Medicago
murex willd. (1802) devrait étre désigné pour le cytotype 2n=14 au lieu de Medicago Sphaerocarpos (1810). En
ce qui concerne la troisiéme entité, le statut de M. heterocarpa inerme en tant qu'espéce distincte reste a confirmer.
Enfin, cette recherche fournit également des bases essentielles pour la conservation et la valorisation continues
du complexe Medicago murex en tant que ressource génétique fourragére d'importance agronomique majeure

dans le contexte méditerranéen.

Mots-clés : Medicago murex, Medicago heterocarpa, complexe d'espéces, taxonomie intégrative, microsatellites,
nucléaire, chloroplastique, diversité génétique, morphométrie, révision nomenclaturale, légumineuses

fourrageres, bassin méditerranéen.



The Medicago murex complex, a Mediterranean forage legume, has been the subject of taxonomic
controversy for over two centuries. At the heart of the controversy lie two reproductively isolated cytotypes
(2n=14 and 2n=16) that exhibit correlated morphological traits but confusing nomenclatural delimitation. This
thesis aims to resolve the nomenclatural ambiguity by reattributing the scientific names as supported by an
integrative approach combining, for the first time, statistically robust morphological analyses and molecular
characterization using nuclear and chloroplast microsatellite markers. To confirm the microsatellite markers
chosen for this study as sufficient for nomenclatural reattribution of the Medicago species and for validation of
the molecular experimental protocol, a preliminary validation step was conducted on 11 Medicago species
representative of three major taxonomic sections of the genus. Consequently, the molecular characterization of
the evaluated species corroborated the discriminating sufficiency and informational complementarity of n-SSR
and cp-SSR markers, confirming their effectiveness for taxonomic differentiation within the genus. Subsequently,
seventeen Mediterranean populations representing the three presumed taxa (M. murex, M. heterocarpa spiny
form, and spineless form) were characterized for 15 morphological traits and analyzed molecularly using the
previously validated markers, seven nuclear loci (n-SSR) and five chloroplast loci (cp-SSR). Multivariate
morphological analyses (NMDS, MCA, DFA, FAMD, HCA) and multinomial logistic regression identified
reliable diagnostic traits, such as number of grooves on pods, mature leaves shape, peduncle/petiole ratio, and
number of leaf teeth. This enabled taxa’s discrimination with an accuracy rate exceeding 90%. Molecular analyses
confirmed the existence of three genetically distinct entities with assignment rates of 98.93% for n-SSR and
95.88% for cp-SSR. Other key findings include high genetic diversity (97 nuclear alleles, 85 chloroplast
haplotypes), a strong autogamous reproductive system (92% selfing), and substantial differentiation among
populations (Fs=0.311 for n-SSR; ®pr = 0.430 for cp-SSR). Partial concordance between chloroplast and nuclear
genomic compartments (r=0.455) suggests a complex evolutionary history involving allopatric divergence,
asymmetric gene flow, and chloroplast capture. This study confirms two of the three entities as genuinely distinct
biological species. What’s more, the results show that they require nomenclatural revisions. In contrast to
prevailing designations within current floras, this research shows that Medicago heterocarpa Spach (1849) should
be prioritized and designated for the 2n=16 cytotype instead of Medicago murex willd. Furthermore, Medicago
murex willd. (1802) should be designated for the 2n=14 cytotype instead of Medicago Sphaerocarpos (1810).
Regarding the third entity, the status of M. heterocarpa var. inermis as a distinct species is yet to be confirmed
or not. Finally, this research also provides essential foundations for the continued conservation and valorization
of the Medicago murex complex as a forage genetic resource with major agronomic importance in the

Mediterranean context.

Keywords: Medicago murex, Medicago heterocarpa, species complex, integrative taxonomy, microsatellites,
nuclear, chloroplast, genetic diversity, morphometric, nomenclatural revision, forage legumes, Mediterranean

basin.
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