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Résumé

L’arachide cultivée (Arachis hypogaea L.) est une oléo-protéagineuse largement utilisée dans
I’alimentation humaine et animale. La faible variabilit¢ génétique de 1’espéce cultivée,
couplée a la structure complexe de son génome tétraploide (2n = 4x = 40, AABB) constitue
une contrainte pour I’amélioration variétale. En revanche, les espéces sauvages génétiqguement
distantes de 1’arachide cultivée présentent une forte variabilité génétique, mais les questions
relatives a leur utilisation en sélection ont été tres peu explorées. L’objectif de cette thése est
de générer des connaissances et des ressources génomiques pour une utilisation optimale des
especes sauvages en sé€lection. Elle a porté sur 1) I’étude de I’hérédité, ii) 1’analyse par
cartographie génétique comparative de la structure du génome et des recombinaisons entre
génomes sauvage et cultivé et iii) I’identification des alléles sauvages d’intérét agronomique.
Dans cette étude, la variété cultivée Fleurll a été croisée avec un amphidiploide sauvage de
génome AAKK (A. duranensis (AA) x A. batizocoi (KK)) pour développer des populations de
cartographie et d’analyses génétiques, F2 et BCoF4 (AB-QTL).

L’analyse fine de la ségrégation de 380 marqueurs microsatellites sur la population F2 a mis
en évidence un mode d’hérédité mixte trés peu connu chez I’arachide tétraploide indiquant
qu’il existe des appariements entre chromosomes homologues d’une part, et entre
chromosomes homéologues d’autre part. Nos résultats ont suggéré que les événements de
recombinaison entre chromosomes homéologues ont eu lieu entre génomes A et K chez
I’amphidiploide sauvage.

La comparaison de trois cartes génétiques construites a partir des populations interspécifiques,
dont la F2 et deux BC1 (Fleurll x (A. duranensis x A. ipaensis)** et Fleur1l x (A. duranensis
x A. valida)® ) a fourni une estimation de la variation entre I’espéce cultivée et les espéces
sauvages en termes de distance génétique, de distorsion de ségrégation, de taux de
recombinaison et de structure du génome. Les trois cartes génétiques contenant chacune 330-
506 marqueurs ont montré une bonne colinéarité et ont été intégrées en une carte consensus
comprenant 734 marqueurs distribués sur 20 groupes de liaison (GL) sur une distance de 2063
CM et une densité moyenne de 3,9 cM. L’analyse du caryotype a indiqué un niveau élevé de
duplications segmentaires, impliquées dans certains cas dans la restructuration
interchromosomique.

La population AB-QTL a montré une forte variabilité dans les 4 environnements contrastés
dans lesquels elle a été évaluée. Au total, 232 QTL relatifs aux caracteres agronomiques et de
tolérance a la sécheresse et a la cercosporiose ont été détectés. La plupart des QTL ont été
localisés sur les chromosomes A4, A5, A8, B1, B5, B6 et B8. De plus, 74 QTL (32,5%) ont
été identifiés sur les régions homéologues indiquant une cohérence entre homologie
structurale et fonctionnelle des génomes A et B/K chez I’arachide. Sur les 232 QTL détectés,
80 (34,5%) ont des alleles favorables provenant de 1’amphidiploide sauvage.

Nos travaux ont permis de générer des connaissances utiles pour I'utilisation des especes
sauvages et ont montré que les especes sauvages génétiqguement distantes constituent des
ressources précieuses pour 1’¢élargissement de la base génétique du cultigene et 1’amélioration
des caracteres d’intérét agronomique. Les alleles sauvages bénéfiques identifiés seront pilotés
dans le fond génétique des variétés cultivées pour augmenter le rendement et la tolérance des
variétés a la cercosporiose et a la secheresse.

Mots clés : Arachide cultivée, espéces sauvages, hérédité mixte, recombinaison, génomes,
AB-QTL, amélioration, cercosporiose, sécheresse.



Abstract

Peanut (Arachis hypogaea L.) is an oleo-proteaginous crop widely used in human and animal
consumption. The limited genetic variation within the cultigen coupled with its complex
genome structure (2n=4x=40, AABB) have slowed down genetic improvement of this
important crop. Wild species are potential sources of genetic variation, but extremely limited
genetic information are available. The main objective of this thesis is to generate knowledge
and genomic resources for an optimal use of wild species in peanut breeding. It focused on the
(1) study of inheritance, (ii) analysis of the genome structure and recombination between wild
and cultivated genomes, and (iii) identification of wild beneficial alleles for peanut
improvement. In this study, F> and advanced backcross BC2Fs (AB-QTL) populations were
developed from the cross between the Fleurll cultivar used as recurrent parent and a wild
synthetic allotetraploid donor ISATGR278-18 (A. duranensis (AA) x A. batizocoi (KK)).

Segregation analysis of 380 SSR markers on the F> population revealed a mixed disomic and
polysomic inheritance pattern, very little known in tetraploid peanut indicating that there are
pairings between homologous chromosomes on one hand and between homeologous
chromosomes on the other hand. Our results suggest that the homeologous recombination
events occurred between the A and K genomes in the wild synthetic allotetraploid.

Comparative mapping from three interspecific linkage data of the F> and two BC1 mapping
populations (Fleurll x (A. duranensis x A. ipaensis)® and Fleurll x (A. duranensis x A.
valida)® ) provided an estimate variation between cultivated and wild species in terms of
genetic distance, genome structure, segregation distortion and recombination rate. The three
individual linkage maps, each containing 330-506 markers were merged into a consensus
map that included 734 loci distributed over 20 linkage groups, spanning 2063 cM with an
average marker density of 3.9 cM. Here, we establish that Arachis karyotype contains a high
level of segmental duplication involved in some cases in chromosomal restructuring.

A significant variability of traits was observed among AB-QTL lines under 4 environments in
which they were evaluated. AB-QTL analysis revealed 232 QTL related to agronomical traits,
late leaf spot and drought tolerance. Most QTL were located on chromosomes A4, A5, A8,
B1, B5, B6 and B8. In addition, 74 QTL (32.5%) were identified on homeologous regions,
indicating a good coherence between structural and functional homology of the A and B /K
genomes in tetraploid peanut. Overall, 80 (34.5%) QTL had favourable effects derived from
the presence of wild alleles.

This study provides useful knowledge for the use of wild relatives and highlighted the
potential of using wild alleles to broaden the genetic base and improve agronomic traits of
cultivated peanut. The beneficial exotic alleles identified will be transferred into the genetic
background of cultivated varieties to increase yield, resistance to late leaf spot and drought
tolerance.

Keywords: Cultivated peanut, wild species, mixed inheritance, recombination, genomes, AB-
QTL, improvement, late leaf spot, drought tolerance.
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Introduction générale

A- Contexte et objectifs de I’étude.

L'arachide cultivée (Arachis hypogaea L.) est une légumineuse a graines originaire
d’Amérique du Sud. Elle est la deuxiéeme légumineuse la plus cultivée dans le monde apres le
soja avec une production annuelle estimée a 43 millions de tonnes. Le volume mondial
d’exportation s’est chiffré a 1,7 million de tonnes en 2014 pour une valeur monétaire de 2,47
milliards de dollars (FAO, 2016). Sa rusticite, sa plasticité et la multiplicité de ses usages font
de I’arachide une culture trés appréciée dans l'alimentation humaine et animale sur tous les
cing continents. Au Cameroun par exemple, son importance tient davantage du role que sa
culture joue du fait de sa fonction génératrice de revenus pour les paysans, que par sa valeur
culturelle et médicinale. Elle fut historiquement et demeure une culture majeure au Sénégal.

L’arachide cultivée est une plante autogame, allotétraploide (2n=4x=40, AABB) issue d’une
hybridation interspécifique naturelle entre deux especes diploides de génomes A et B (origine
monophylétique) suivie d’une duplication du nombre de chromosomes (tétraploidie). Sur la
base des résultats de I’origine géographique, du systeme de reproduction, de 1’analyse du
caryotype et des études moléculaires, une tres faible diversité génétique est décrite chez
I’arachide cultivée en contraste avec la forte diversité agro-morphologique observée (He et
al., 2005; Moretzsohn et al., 2013). Cette faible diversité génétique a été expliquée par
I’origine monophylétique de 1’espece, la tétraploidie qui a induit un isolement reproductif vis
a vis des parents diploides et la domestication qui s’en est suivie (Kochert et al., 1996; Burow
etal., 2001).

La faible diversité génétique observée chez I’arachide cultivée n’offre aux sélectionneurs que
tres peu de variabilité pour aborder les contraintes de la culture parmi lesquelles la sécheresse,
les maladies et les ravageurs. De plus, le faible niveau de polymorphisme observé dans le
compartiment cultivé a freiné I’utilisation des outils moléculaires pour I’analyse génétique et
la sélection. Diverses stratégies ont été utilisées pour élargir la base génétique du cultigéne
incluant la mutagenese dont I’impact est resté¢ marginal. L’une des stratégies actuelle consiste
a exploiter la variabilité génétique disponible chez les espéces sauvages apparentées du genre
Arachis, section Arachis. Ces espéces sauvages, a forte variabilité (Barkley et al., 2007;
Khera et al., 2013) ont accumulé au cours de leur évolution des capacités d’adaptation leur
permettant de se reproduire dans des environnements contraints et variables (Nevo & Chen,
2010). Elles représentent donc un important réservoir d’alléles utiles pour 1’amélioration de
caracteéres simples tel que la résistance aux maladies mais aussi de caractéres complexes tels
que la tolérance a la sécheresse et le rendement (Fonceka et al., 2012a; Rami et al., 2014).

Dés le début des années 80, les programmes de sélection aux USA se sont intéressés a
I’utilisation des espeéces diploides sauvages apparentées a 1’espéce cultivée comme source de
résistance aux maladies (Stalker, 1984). Dans les années 90, avec 1’avénement des marqueurs
moléculaires, une caractérisation moléculaire des hybrides interspécifiques a été entreprise
(Garcia et al., 1995, 1996). Ces travaux ont permis de confirmer I’introgression de segments
chromosomiques d’origine sauvage dans du matériel génétique cultivé. Pour lever les
barriéres imposées par la différence de niveau de ploidie entre les espéces sauvages (diploide)
et ’espéce cultivée (tétraploide) des équipes de recherche aux USA, au Brésil et a 'ICRISAT
(Inde) se sont investies, ces dix derniéres années, dans la production de matériels synthétiques
tétraploides sauvages, compatibles en croisement avec 1’arachide cultivée (Simpson et al.,



1993; Favero et al., 2006; Mallikarjuna et al., 2011b). Ce matériel est de plus en plus utilisé
dans les programmes de sélection pour I’amélioration de caractéres d’intérét agronomique.

Outre la ploidie, le transfert d’alléles sauvages dans le pool génétique cultiveé chez I'arachide
est aussi limitée par (i) la coexistence des alléles favorables et défavorables (ii) le faible taux
de multiplication végétatif (iii) et jusqu’a récemment 1’absence des outils pour identifier et
suivre D’introgression des segments chromosomiques sauvage (Stalker et al., 2016).
Récemment, le CERAAS et le CIRAD ont développé un vaste programme d’élargissement de
la base génétique de I’arachide cultivée sur la base d’un processus maitrisé¢ et piloté par
marqueurs moléculaires. Un premier tétraploide synthétique, qui combine les génomes A et B
des espéces diploides sauvages considérées comme les plus probables ancétres de 1’arachide
cultivée; A. duranensis (génome A) et A. ipaensis (génome B), a été utilisé en croisement
avec la variété Fleurll pour produire les premieres populations Advance Backcross-
Quantitative Trait Loci (AB-QTL) et des lignées de substitution de segments chromosomiques
(CSSL). Ces populations ont permis de cartographier de nombreux QTL impliqués dans la
morphologie de la plante et des composantes du rendement (Fonceka et al., 2012a,b).

Une analyse du polymorphisme de marqueurs entre les différents génomes (i.e, A et B
sauvage et cultivé) a montré un bon niveau de variabilité (52 % de polymorphisme) entre les
génomes A sauvage et cultivé mais un faible niveau de variabilité (23 % de polymorphisme)
entre les génomes B sauvage et cultivé (Foncéka et al., 2009), en raison sans doute de la forte
proximité génétique entre le génome B de A. ipaensis et le génome B de I’espéce cultivée
(Bertioli et al., 2016). Toutefois, en raison d’une forte variabilité génétique entre 1’espéce
cultivée et plusieurs autres espéces diploides sauvages (Friend et al., 2010; Bechara et al.,
2010), il serait intéressant d’utiliser des espéces sauvages génétiquement distantes de I’espéce
cultivée pour enrichir le pool génétique cultivé et explorer le potentiel des espéces sauvages
en amélioration variétale.

Il est donc nécessaire de développer de nouvelles populations interspécifiques a partir
d’amphidiploides sauvages impliquant de nouvelles combinaisons d’especes diploides
sauvages. Une de ces nouvelles combinaisons est construite a partir d’une espéce diploide
sauvage de génome K (A. batizocoi) qui est proche du génome B mais génétiquement plus
distante du génome de I’espéce cultivée que ne 1’est A. ipaensis (Robledo & Seijo, 2010).
Cependant, les données cognitives nécessaires a une utilisation des espéces sauvages sont tres
peu disponibles. En outre, il se pose actuellement des questions sur 'utilisation des especes
sauvages génétiquement distantes de 1’espéce cultivée, particulierement celles i) de la fertilité
des descendants, ii) du comportement méiotiqgue des chromosomes (hérédité), iii) de
compatibilité entre génomes sauvage et cultivés (taux de recombinaison etc.) et iv) de la
pertinence d’utilisation d’especes sauvages pour le transfert de caractéres d’intérét
agronomique dans I’espece cultivée.

Ainsi, I’objectif général de cette these est de générer des connaissances et des ressources
génomiques pouvant contribuer a une utilisation optimale des especes sauvages pour
I’¢largissement de la base génétique et 1’amélioration variétale de 1’arachide cultivée. Cet
objectif appliqué se décline en 3 axes principaux (i) étudier le mode d’hérédité chez I’arachide
tétraploide, (ii) analyser la structure du génome et les recombinaisons entre génomes sauvages
et cultivées, et (iii) comprendre les bases génétiques et moléculaires de 1’adaptation de
I’arachide a ses conditions de culture a partir de I’identification des all¢les sauvages
bénéfiques pour I’amélioration de la productivité et I’adaptabilité de 1’arachide a la
cercosporiose et a la secheresse.



B- Présentation du manuscrit de these

Le travail présenté dans cette thése est articulé en 5 chapitres. Les chapitres 1 et 5 feront
I’objet d’articles « review » a I’issue de la thése. Les chapitres 2, 3 et 4 sont présentés sous
forme d’article de recherche.

Le premier chapitre est consacré a la synthése bibliographique. 1l présente les enjeux socio-
économiques de la filiere arachide, la biologie de la plante, les contraintes de la culture, les
bases génétiques de 1’amélioration et les méthodes de sélection variétale. Elle aborde aussi le
role des espéces sauvages en selection et quelques notions sur la meiose chez les plantes
polyploides.

Le deuxiéme chapitre porte sur 1I’étude du mode d’hérédité chez 1’arachide a partir d’une
descendance de 90 individus F» issue du croisement entre 1’espéce cultivée A. hypogaea var
Fleurll (AABB) et le tétraploide synthétique ISATGR278-18 ((A. duranensis x A.
batizocoi)*) (AAKK). Nous avons déterminé le mode d’hérédité en analysant finement la
ségrégation de 380 marqueurs moléculaires microsatellites dans la descendance
interspécifique et en localisant par cartographie génétique les événements d’appariements et
d’échanges entre chromosomes homologues et homéologues.

Le troisieme chapitre porte sur 1’acquisition des connaissances sur la structure du génome et
des facteurs associés a 1I’hybridation interspécifique chez I’arachide. Il fournit une estimation
de la variation entre espéces sauvages et cultivée en termes de distance génétique, structure du
génome, distorsion de ségrégation et taux de recombinaison génétique. Nous avons conduit
dans ce chapitre une étude de cartographie comparative a partir de trois populations
interspécifiques utilisant un parent cultivé commun, Fleurll et trois parents tétraploides
synthétiques. Ces trois tétraploides sauvages ont un génome A commun mais des génomes
B/K distincts issus de différentes espéces diploides sauvages. Cette étude a par ailleurs abouti
a la construction d'une carte génétique consensus construite a partir de croisements
interspécifiques chez I’arachide.

Le quatrieme chapitre s’intéresse au développement et a la caractérisation moléculaire et
agromorphologique d’une population AB-QTL issue du croisement entre 1’espéce cultivée A.
hypogaea var Fleurll et le synthétique sauvage, ISATGR278-18. Ce chapitre décrit
I’introgression des segments chromosomiques d’origine sauvage dans un fonds génétique
cultivé. Il fournit des résultats sur la variabilité agro-morphologique des lignées AB-QTL
obtenus a partir d’une caractérisation dans 4 environnements contrastés pendant 2 ans au
Sénégal. Les résultats de la détection des QTL et I’identification des alleles favorables
d’origine sauvage associés aux caracteres d’intérét agronomique sont présentés et discuteés.

Enfin, le chapitre cing récapitule les résultats majeurs auxquels I’étude a abouti ouvrant ainsi
une discussion générale qui tire profit des connaissances theoriques et pratiques générées par
la these et les limites constatées de 1I’¢tude. Les défis et les opportunités d’utilisation des
especes sauvages génétiquement distantes pour 1’amélioration de la productivité et
I’adaptabilité de I’arachide sont discutés.



Chapitre 1 : Synthese bibliographique




1.1. L’arachide cultivée
1.1.1. Importance alimentaire, écologique et médicinale

L'arachide est une légumineuse a graines dont la culture est destinée a 1’alimentation humaine
et animale. Les graines d’arachide se consomment crues, cuites ou grillées et font 1’objet de
transformations en beurre, confiseries, farines, soupes, boulettes et boissons alcoolisées.
L’extraction d’huile alimente un commerce local et international et constitue une occupation
artisanale importante. Le tourteau qui résulte de I’extraction d’huile constitue un aliment du
bétail riche en protéines et trouve une application industrielle dans la production de colles,
d’amidons destinés a la blanchisserie et a la fabrication de textiles. Les coques d’arachide
servent de combustible, d’engrais, de paillage, de briques et fournissent des gaz combustibles
et des résines de charge. Le feuillage est un fourrage hautement prisé, particulierement au
Sahel et peut se consommer frais, en foin ou ensilé et parfois utilisé comme engrais vert.

En plus de la valeur nutritive qu’on lui connait, puisque riche en matieres grasses (44 a 52 %),
en protéines (22 a 30 %), en hydrates de carbone (10 a 27 %), en éléments minéraux (Ca, P,
Mg, Zn, K and Fe), vitamines (E, K et B) et fibres (Singh & Nigam, 2016), I’arachide est
aussi utilisée en cosmétologie et en médecine. Des études épidémiologiques associent une
consommation réguliére d’arachide a une prévention de 1’obésité (Higgs, 2005) et a une
diminution du cholestérol sanguin et du risque de maladie cardiovasculaire (Alper & Mattes,
2003; Nouran et al., 2010; Luu et al., 2015). Dans certains systéemes traditionnels, des extraits
de gousses se prennent sous forme de gouttes dans 1’ceil pour traiter la conjonctivite. Des
macérations de graines se boivent pour traiter la blennorragie, tandis que les macérations de
téguments sont employées contre la syphilis. Le jus des feuilles et des graines broyées
s’administre en gouttes dans ’oreille contre les écoulements auriculaires. La cendre de plante
mélée a du sel s’applique sur les caries. Des macérations de feuilles se boivent comme
diurétique. Des infusions de feuilles se boivent contre la stérilité féminine et en gouttes dans
les yeux pour traiter les blessures oculaires et la cataracte. De jeunes plantes et des extraits de
gousses ont la réputation d’avoir des vertus aphrodisiaques (Anonyme).

1.1.2.  Production et commerce international

La production mondiale d’arachide en gousses en 2014 a été estimée a 42,44 millions de
tonnes sur une superficie totale de 25,68 millions d’ha. L’arachide est la deuxiéme
Iégumineuse la plus cultivée dans le monde aprés le soja. Elle est classée quatrieme parmi les
cultures oléagineuses apres Il'huile de palme, le soja, et le colza. Les principaux pays
producteurs sont la Chine (15,78 millions de t/an, sur 4,52 millions d’ha), I’Inde (6,58
millions de t/an sur 5,20 millions d’ha), le Nigeria (3,41 millions de t/an sur 2,77 millions
d’ha), les Etats-Unis (2,36 million de t/an sur 0,54 million d’ha) et le Soudan (1,88 million de
t/an sur 2,10 million d’ha). Le Sénégal (0,66 million de t/an sur 0,88 million d’ha) et le
Cameroun (0,62 million de t/an sur 0,44 million d’ha) occupent respectivement le 9™ et
11°M¢ rang mondial et le 3°™ et 5°™ rang africain. L’Afrique avec une production de 12,74
millions de tonnes sur une surface de 13,12 millions ha et 1’Asie avec 25,29 millions de
tonnes sur une surface de 11,21 millions ha contribuent a elles seules a 90% de la production
et 95% de la superficie mondiale d'arachide. Cependant, le rendement de production en



Afrique (0,96 t/ha) reste tres faible comparativement a 1’Asie (2,3 t/ha). Par ailleurs, les
rendements en production sont tres inégales entre les pays : 7,38 t/ha en Israél, 4,40 t/ha aux
USA, 3,5 t/ha en Chine, 1,4 t/ha au Cameroun, 1,2 t/ha au Nigeria ou encore 0,76 t/ha au
Sénégal (FAOSTAT, 2016).

L’arachide alimente un commerce international en pleine croissance. Le volume mondial des
exportations de graines d’arachide s’est chiffré a 1,7 million de tonnes en 2014 pour une
valeur monétaire estimée a 2,47 milliards de dollars. Les principaux exportateurs sont 1’Inde
(541 337 t/an), les Etats-Unis (318 046 t/an) et 1’Argentine (188 954 t/an). Les principaux
importateurs sont les Pays-Bas (354 057 t/an), 1’Indonésie (177 031 t/an) et 1’Allemagne
(104 516 t/an). Dans beaucoup de pays exportateurs ou la production ne suffit plus a la
consommation locale, la pénurie se traduit par des cours €levés sur le marché parallele
intérieur et le circuit de commercialisation officiel vers les huileries n’est plus approvisionng.
L’analyse de I’évolution de la production montre que certains pays comme le Sénégal
enregistrent une production tres fluctuante (0.2-1.45 millions de tonnes) alors que la
production mondiale est en constante augmentation (Figure 1). L’analyse des causes de cette
variation erratique de production révéle des facteurs internes liés a la dégradation technico-
économique de la filiére (faible productivité par actif rural et par surface cultivée, carences
d’intrants, politiques publiques peu incitatives), des facteurs exogénes (extréme instabilité des
cours mondiaux) et des facteurs naturels comme la sécheresse. Cette derniére contrainte parait
tres importante notamment dans le contexte de réchauffement climatique qui prévaut
actuellement dans les pays.
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1600000 14000000
E‘ 1400000 @ 12000000
[
£ 1200000 £ 10000000
a o
1000000
e £, =ooo0o0
-
= =]
G Booooa G 6000000
T 600000 ]
< 2 4000000
400000 <
n% © 2000000
200000 | | [y
0
0 BB BSRRLRREB 883585888558
o P h oo h Wy~ h o P oW P —
I I P R R SRR fRRnnANAn R nAnRARRREER
e B B B B B B e B B B B B B B B B B B I o I o o I o e Y
Année Année
Cameroun Monde
—_ F00000 50000000
] o 45000000
@ 600000 w
o o 40000000
S 500000 5 35000000
= 400000 E 0000000
8 £ 25000000
g 300000 20000000
T 200000 ,.g 15000000
g £ 10000000
=il 1ili 11l = soons
o | M 3
Hmmr‘mﬁﬂmpmv—lmmr‘-—mv—!mml“ ™ o ] Hmmr‘mﬁmmpﬂ’ﬂﬂmr“-o\ﬁmlﬂf“- = o i m
WWwWwWw W~ M~ o) o3 o3 o) o] — W W W W W P f~ o) o) cd €O OO —
GEEREREEEEEEE385883988885888 CEEEEEEEEEEEE R ER R PR )
Année Année

Figure 1. Evolution de la production arachidiére au Sénégal, au Cameroun, en Afrique
et dans le monde de 1961 a 2014 (FAOSTAT, 2016).
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1.1.3.  Origine, diffusion, écologie et distribution géographique

L’arachide est originaire d’Amérique du Sud et son centre d’origine se situe a I’est des Andes,
région comprise entre le sud-est de la Bolivie, le nord-ouest de 1’Argentine, le nord du
Paraguay et la région sud-ouest du Mata Grosso au Brésil (Gregory et al., 1980; Valls &
Simpson, 2005). L’espéce cultivée a été domestiquée en Amérique centrale et du Sud
(Krapovickas & Gregory, 1994). Des types variétaux a deux graines originaires du Brésil ont
¢été introduits en Afrique de 1’Ouest par des navigateurs portugais et des types a trois graines
originaires du Pérou se sont diffusés de la cote ouest de I’Amérique du Sud vers les
Philippines d’ou ils ont gagné le Japon, la Chine, I’Indonésie, la Malaisie, 1’Inde, Madagascar
et I’Afrique de I’Est. A la fin du XVIII® siécle, des types “Spanish” ont été introduits du Brésil
en Europe. De nos jours, ’arachide est cultivée dans la plupart des pays tropicaux,
subtropicaux et tempérés situés entre 40°N et 40°S (Figure 2). La plante est extrémement
plastique; les températures optimales pour son développement se situent entre 25 et 35°C;
mais sa croissance est inhibée en-deca de 15° et au-dela 43°C (Cox & Martin, 1974). Les sols
sableux, ou a texture fine mais meubles et perméables, bien drainés et bien aérés sont ceux qui
conviennent le mieux a I’arachide en raison de son mode de fructification.

Figure 2. Centre d’origine et distribution de I’arachide cultivée.
(Figure adaptée a partir de www.PeanutBase.com)

1.1.4. Description botanique de la plante et mode de reproduction

L’arachide cultivée est une plante herbacée annuelle a tige principale érigée pouvant atteindre
70 cm de hauteur (Figure 3). Le systéme végétatif aérien comporte un nombre variable de
ramifications érigées ou prostrées. Les feuilles sont disposées en spirale, a deux paires de
folioles opposées; obovales de couleur en général vert foncé chez les variétés tardives et vert
clair chez les variétés hatives. Le systeme racinaire est constitué d’une racine pivotante
s’enfongant jusqu’a 135 cm de profondeur a nombreuses racines latérales. Des nodules,
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caractéristiques des 1égumineuses, apparaissent a 1’aisselle des racines latérales une quinzaine
de jours apres la levée et se rencontrent dans les 15 premiers centimétres du sol (Tajima et al.,
2006). Le systeme radiculaire ne comporte pas de poils absorbants mais présente des
formations ligneuses contrairement a la partie aérienne (Tajima et al., 2008).

L’inflorescence est un épi axillaire a 2-5 fleurs. Les fleurs, aériennes ou souterraines sont
cléistogames, bisexuées, papilionacées, a hypanthe long et mince ayant I’apparence d’un
pédicelle; corolle jaune péle a rouge orangé; étamines (10) a petites ou grosses antheres
soudées a la base; ovaire supere, style libre longiforme et terminé par un minuscule stigmate
en forme de massue (Periasamy & Sampoornam, 1984).

La fécondation est en général autogame mais le taux d’allogamie peut varier entre 0,2 et 10 %
selon les variétés, I’environnement et les insectes pollinisateurs (Knauft et al., 1992). Apres la
fécondation, un pro-embryon se développe, les corolles fanent mais 1’hypanthe reste attaché a
la base de I’ovaire pendant environ 5 jours. Le pro-embryon au stade 8 ou 16 cellules devient
quiescent au moment ou s’active un méristéme situé a la base de ’ovule (Pattee & Stalker,
1991). Ce méristeme est responsable de la mise en place du gynophore doté d’un géotropisme
positif qui s’allonge et pénetre dans le sol (Smith, 1950). Une fois dans le sol, la progression
du gynophore devient horizontale, puis s’arréte et les divisions cellulaires au niveau de
I’embryon reprennent a nouveau (Zamski & Ziv, 1976). Ce mode de reproduction chez
I’arachide qui se traduit par une fécondation aérienne et une fructification (gousses)
souterraine fascine et demeure atypique.

Les gousses se développent en général en 1’absence de lumicre. La gousse de forme allongée,
longue de 1 a 8 cm et large de 0,5 a 2 cm est portée a I’extrémité du gynophore (Figure 3). La
gousse a surface diversement étranglée (constriction) entre les graines et a nervures réticulées
comporte 1 a 6 graines. Les graines sont ovoides, a extrémités pointues ou aplaties, enfermées
dans un mince tégument dont la couleur va du blanc au violet foncé. Les graines sont
composees de 2 cotylédons charnus, d’une hypocotyle, d’un épicotyle et d’une radicule. Les
cotylédons représentent environ 96% du poids de la graine. La germination est épigeée.
Lorsqu’une graine est plantée dans un environnement favorable, la radicule se développe, I
hypocotyle s’allonge et repousse les cotylédons au-dessus du sol au bout de 4-7 jours. Les
cotylédons sont les premiéres structures foliaires dont 1’ouverture permet d’exposer la jeune
pousse qui se prolonge pour former 1’épicotyle. L’épicotyle contient les premiéres vraies
feuilles et forme la tige principale alors que I'hypocotyle inférieure s’allonge pour former la
racine. Dans les conditions optimales de culture pluviale, 1’arachide achéve son cycle de
reproduction en 85 jours (variétés hatives) en 120 (variétés semi-tardives) ou en 140 jours
(variétés tardives).



Figure 3. Représentation graphique d’une plante d’arachide.

a: feuille composée de 4 folioles, b: fleur, c: hypanthe, d: gynophore, e: gousse, f: bec de la
gousse, g: constriction ; h: tégument de la graine, i: graine sans tégument, j: cotylédon
portant [’hypocotyle, 1’épicotyle et la radicule, k: tige principale, I: racine principale (Adapte
de wikipedia.org).

1.1.5. Taxonomie et systématique du genre Arachis

L’arachide fait partie de la grande famille des légumineuses a la sous famille des
Papilionoideae, a la tribu des Aeschynomeneae, a la sous-tribu des Stylosanthenae et au genre
Arachis. Le genre Arachis comprend 80 espéces décrites qui ont été réparties en 9 sections sur
la base de la morphologie, la répartition géographique, la compatibilité en croisement et les
caractéristiques chromosomiques (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls & Simpson, 2005;
Valls et al., 2013). Les 9 sections du genre, le nombre d’espéces de chaque section et les
relations d’interfertilité entre sections sont présentés a la Figure 4. Toutes les espéces au sein
d'une section sont interfertiles a 1’exception de rhizomatosae x Prorhizomatosae (Singh &
Nigam, 2016).
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Figure 4. Les sections du genre Arachis avec des lignes reliant les sections interfertiles.
Figure adaptée de Singh & Nigam, (2016).

1.1.6.  Pools génétiques du genre Arachis

Sur la base de la compatibilité de croisement entre les espéces du genre Arachis, quatre pools
génétiques ont été identifiés (Singh & Simpson, 1994) (Figure 5). Le pool génétique primaire
est constitué de 1’espece sauvage A. monticola et des variétés locales et cultivars de 1’espéece
cultivée A. hypogaea. Le pool génétique secondaire est constitué des especes diploides
sauvages de la section Arachis compatibles en croissement avec 1’espéce cultivée en depit de
la différence de niveau de ploidie. Le pool génétique tertiaire inclut les espéces de la section
Procumbentes, Erectoides et Rhizomatozae, interfertiles avec les espéces diploides du pool
secondaire. Certaines especes tétraploides de la section Rhizomatozae sont potentiellement
fertiles avec ’espéce cultivée (Mallikarjuna & Sastri, 2002). Le pool génétique quaternaire
comprend les especes des 5 sections restantes, incompatibles en croissement avec les especes
de la section Arachis. La section Arachis est composée de 29 especes diploides (2n=2x=20,
2n=2x=18) de génome A, B, D, F ou K et de 2 espéces tétraploides (2n=4x=40) de génome
AB notamment A. monticola et A. hypogaea (Stalker et al., 2016).
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Figure 5. lllustration des quatre pools génétiques du genre Arachis.

1.1.7.  Classification de I’espéce cultivée

L’arachide cultivée a été subdivisée en deux sous-especes A. hypogaea sp. Hypogaea et A.
hypogaea sp. Fastigiata sur la base du port végétatif et la présence de fleurs sur l'axe
principal. Par ailleurs, sur la base de I'inflorescence et des caractéristiques des gousses et des
semences, A. hypogaea sp. Fastigiata a été subdivisé en quatre variétés botaniques, vulgaris,
fastigiata, peruviana et aequatoriana, tandis que A. hypogaea sp. Hypogaea a été divisé en
deux varietés botaniques, hypogaea et hirsuta. Il existe trois types botaniques, Virginia,
Spanish et Valencia. A. hypogaea sp Fastigiata var. vulgaris sont de type Spanish. A.
hypogaea sp. hypogaea var. hypogaea sont de type Virginia et A. hypogaea sp. fastigiata var.
Fastigiata sont de type Valencia (Gregory et al., 1980; Stalker et al., 2016).

1.1.8.  Spéciation et diversité génétique de I’espéce cultivée

L’arachide cultivée est un allotétraploide issue d’une hybridation interspécifique naturelle
entre deux espeéces diploides de génome A et B suivi d’une duplication du nombre de
chromosomes. Des données archéologiques suggerent que I'arachide a été domestiquée il y a
environ 3500 ans (Singh & Nigam, 2016). Des études cytologiques et moléculaires suggeérent
que les deux espéces diploides sauvages Arachis duranensis (AA) et Arachis ipaensis (BB)
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sont des ancétres du génome AABB de I'arachide cultivée (Kochert et al., 1996; Seijo et al.,
2004, 2007; Robledo & Seijo, 2010; Moretzsohn et al., 2013).

En combinant les résultats relatifs a ’origine géographique, le systéme de reproduction,
I’analyse du caryotype et I'nybridation in situ (Raina & Mukai, 1999; Seijo et al., 2004), les
études biochimiques et moléculaires comprenant des isoenzymes (Lu & Pickersgill, 1993;
Stalker et al., 1994), des protéines de stockage de graines (Bianchi-Hall et al., 1993; Liang et
al., 2006), des marqueurs RFLP (Kochert et al., 1991; Paik-Ro et al., 1992), RAPD (Halward
et al., 1992; Lanham et al., 1992), AFLP (Milla et al., 2005) et SSR (He et al., 2005;
Moretzsohn et al., 2013) ont révélé une trés faible diversité génétique a 1’échelle moléculaire
chez D’arachide cultivée. Cette faible diversité génétique s’explique par I’histoire de sa
spéciation: un événement unique d’hybridation entre deux espéces diploides de génomes A et
B, suivi d’un changement de niveau de ploidie avec pour conséquence un isolement
reproductif vis a vis de ses parents diploides et enfin de 1’événement de domestication qui a
abouti a I’espéce cultivée.

1.2. Les espéces sauvages apparentées a ’espéce cultivée
1.2.1. Caractéristiques biologiques et phylogénie

Les 80 especes décrites du genre Arachis sont naturellement distribuées et endémiques dans 5
pays d’Amérique du Sud. La section Arachis comprend 31 especes décrites dont 29 espéces
sauvages diploides et deux especes tétraploides annuelles qui sont A. monticola (2n=4x=40),
la seule espéce tétraploide sauvage de la section, et I’espéce cultivée A. hypogaea (2n=4x=40)
(Bechara et al., 2010; Stalker et al., 2016). Les espéces sauvages de cette section sont
pérennes ou annuelles et ne présentent ni rhizomes ni stolons. Le systeme racinaire est
caractérisé par une racine pivotante, la tige principale est érigée et les branches secondaires
rampantes (Figure 6). Les fleurs sont de couleur orange ou jaune et les fruits sont souterrains
(Krapovickas & Gregory, 1994).

Au fil des années, certaines especes diploides sauvages ont été considérées comme les
ancétres probables de I'arachide cultivée, notamment les especes diploides A. correntina, A.
duranensis et A. cardenasii pour le génome A et les especes diploides A. batizocoi
(actuellement génome K) et A. ipaénsis (génome B sensu stricto) pour le génome B (Gregory
& Gregory, 1976; Stalker, 1991; Singh & Smartt, 1998). Cependant, de nombreuses études
biogéographiques, cytogénétiques, phyllogénétiques et moléculaires indiquent que les
génomes diploides des espéces sauvages A. duranensis et A. ipaénsis sont étroitement et
respectivement liés aux composantes A et B du génome tétraploide de l'arachide cultivée. En
outre, la comparaison d’une séquence d'ADN de 58 kbp de A duranensis V 14167 et du
génome A de A. hypogaea a montré une identité de 98,66% et la comparaison de 61 kbp de la
séquence d'ADN de A. ipaénsis et le génome B de A. hypogaea a montré une identité
remarquable de 99,99% (Bertioli et al., 2016).
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Figure 6. Diversité génétique de quelques espéces du genre Arachis.

Figure adaptée a partir du dendrogramme construit a [’aide du polymorphisme de séquences
ITS de Bechara et al., (2010). La formule chromosomique et le génome des espéces de la
section Arachis sont représentés a la droite du dendrogramme. Le port végétatif érigé de
[’espece cultivée et rampant de |’espece sauvage A. cardenasii est observable a la gauche de
la figure.

1.2.2.  Structuration génomique et caractéristiques chromosomiques

Les études cytogénétiques ont été particulierement instructives pour déterminer les relations
génomiques et biosystématiques entre les espéces du genre Arachis. Le nombre
chromosomique de base est x=10 pour toutes les espéces de cette section a I’exception de
trois espéces diploides A. palustris, A. decora et A. praecox qui ont un nombre
chromosomique de base x=9 (2n=2x=18) (Lavia, 1998; Pefialoza & Valls, 2005). Les especes
diploides de la section Arachis sont actuellement réparties en cing différents génomes (A, B,
D, F et K) sur la base du caryotype et de la distance génétique (Husted, 1936; Stalker, 1991,
Krapovickas & Gregory, 1994; Robledo & Seijo, 2010). L’analyse du caryotype des especes
tétraploides A. monticola et A. hypogaea a révélé 20 chromosomes de taille similaire a celui
du génome A et 20 autres chromosomes a caryotype similaires a celui du génome B. Ces deux
especes ont une structure allotétraploide AABB, aux chromosomes de taille similaire et
essentiellement métacentriques (Seijo et al., 2007).

Les especes sauvages diploides de génome A se caractérisent par la présence d’une paire de
chromosomes de petite taille et par la présence d'une forte bande centromérique
hétérochromatique (Robledo et al., 2009). En revanche, chez les espéces de génome B, les
chromosomes ont tous une taille similaire et ont une bande centromérique de consistance
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beaucoup plus faible (Robledo & Seijo, 2010). La seule espéce sauvage décrite de génome D,
A. glandulifera (Stalker, 1991) se caractérise par un caryotype unique, asymétrique. Des
études récentes de cytogénétique et de phylogénie moléculaire ont fortement soutenu la
validité de la structuration initiale des especes du génome A (Figure 7) ou la plupart des
espéces du groupe sont des plantes vivaces, tandis que d'autres especes de la section Arachis
sont annuelles. Les especes de génome A ont une bande centromérique riche en AT et
forment un groupe phyllogénétique toujours distinct sur la base des séquences moléculaires.
Cependant, des études récentes de cytogénétique et de phylogénie moléculaire soutiennent la
subdivision du groupe B (maintenant connu sous le nom de B sensu lato) en génomes B
(parfois appelé B sensu stricto), K et F (Robledo & Seijo, 2010).
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1.3. Contraintes de production de I’arachide cultivée
1.3.1.  Lasecheresse: une contrainte abiotique majeure

La secheresse est un terme météorologique genéralement défini comme une période sans
précipitations importantes. L'arachide est cultivée dans la plupart des régions arides et semi-
arides ou l'eau est un facteur limitant. Comparée a d’autres plantes annuelles tropicales, la
plasticité de I’arachide, liée a sa croissance indéterminée lui confére une relative bonne
tolérance a la secheresse. Cependant, le stress hydrique demeure I'une des causes principales
de perte de production. La perte annuelle de production en raison de la sécheresse dans le
monde est estimée a 520 millions de dollars (Kumarb, 2015). La sécheresse créerait aussi les
conditions favorables a une contamination a 1’aflatoxine, toxine qui rend les produits
arachidiers impropres a la consommation humaine ou animale (Arunyanark et al., 2010). En
général, le stress hydrique survient lorsque I'eau disponible dans le sol est réduite et que les
conditions atmosphériques induisent une perte d'eau par transpiration ou évaporation.
L’indisponibilit¢ de l'eau pendant la floraison ou au stade de remplissage des gousses
affectent directement le rendement et déprécie la qualité en protéine et en huile chez
I’arachide (Rao et al., 1985; Wright, 1989; Dwivedi et al., 1996). Au Sahel en général, le
stress hydrique est un probléme grave, qui se manifeste non seulement par une variation du
volume de la pluviométrie d’une année a une autre, mais aussi par 1’inégale répartition
temporelle et spatiale des précipitations avec pour conséquences des pauses pluviométriques
longues (2 semaines) préjudiciables a la croissance des plantes.

D'autres contraintes abiotiques comprenant la faible fertilité des sols, la salinité, la chlorose
ferrique, la toxicité aluminique et différents stress thermiques ont été signalées (Singh et al.,
2008a; Upadhyaya et al., 2008).

1.3.2. Les maladies et ravageurs de I’arachide

On dénombre parmi les principaux agents pathogeénes de 1’arachide les champignons, les
bactéries, les virus, les nematodes, les insectes et les acariens.

1.3.2.1. Les maladies fongiques

La cercosporiose, tardive causée par Phaeoisariopsis personata van Arx. et précoce causée
par Cercospora arachidicola Hori sont des maladies foliaires majeures qui affectent la
production arachidiére a I'échelle mondiale et occasionnent des baisses de rendement de
I’ordre de 70 % (Subrahmanyam et al., 1984). La perte économique annuelle mondiale liée
aux cercosporioses est estimée a 599 millions de dollars (FAOSTAT, 2014). Aspergilus flavus
est un champignon responsable de la sécrétion de I’aflatoxine, substance toxique dont I’effet
cancérigéne pour I’homme et les animaux a été mis en évidence (Eaton & Gallagher, 1994;
Hamid et al., 2013). La rouille causée par Puccinia arachidis est une maladie grave a
I’origine des nécroses parfois totales des folioles. En plus d'une baisse de la qualité des
graines, les pertes de rendement dues a la rouille sont de I’ordre de 10-52% (Mondal et al.,
2011). La pourriture du collet causée par Aspergillus niger entraine un flétrissement
végétatif et provoque une diminution du peuplement de 10 a 20 %. La pourriture de la tige
et des gousses provoquée par Sclerotium rolfsii est une menace émergente signalée dans
plusieurs régions de culture en Asie (Janila et al., 2016).
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1.3.2.2. Les maladies bactériennes

Le flétrissement bactérien cause par Ralstonia solanacearum est prédominant parmi les
maladies bactériennes. La maladie se manifeste spontanément sur les tiges ou sur toute la
plante et occasionne des pertes de rendement de 1’ordre de 10 a 30 % (Chen et al., 2014b)

1.3.2.3. Les maladies virales

Les virus de la rosette en Afrique et le virus Tomato spotted wilt virus (TSWV) sont des
virus qui ont des impacts économiques importants chez 1’arachide. La rosette est une maladie
endemique en Afrique causée par un complexe de trois virus de la famille des Luteoviridae du
genre, Umbravirus. Elle est responsable d’une perte annuelle de rendement estimée a 150
millions de dollar (Waliyar et al., 2007). La maladie de TSWV causée par un virus de la
famille des Bunyaviridae; du genre Tospovirus occasionne des pertes de production estimees
a 12,3 millions de dollar par année dans le sud des Etats-Unis (Riley et al., 2011).

1.3.2.4. Les nématodes,

Les nématodes a galles (Meloidogyne spp.) et a lésions racinaires (Pratylenchus brachyrus)
peuvent causer des pertes économiques significatives dans de nombreuses zones de
production dans le monde (Leal-Bertioli et al., 2016).

1.3.2.5. Les insectes et ravageurs

Les pucerons (Aphis craccivora Koch), les thrips (Frankliniella schultzei, Thrips palmi, et F.
fusca), la mineuse (Aproaerema modicella), la chenille (Amsacta albistriga) et les jassids
(Empoasca kerri et E. fabae) sont des insectes nuisibles qui causent des dommages foliaires
au cours de différentes étapes de croissance chez I’arachide. Les pucerons et thrips sont
également des vecteurs de maladies virales importantes. Les ravageurs tels que les termites, la
punaise (Aphanus sordidus), les charancons (Caryedon serratus) et les vers blancs (Tribolium
castaneum), causent également des dommages importants pendant les périodes de stockage
chez I'arachide (Lynch, 1990; Prasad & Gowda, 2006).

1.3.3. Risques associés a la consommation de I’arachide

Quelques risques associés a la consommation de I’arachide parmi lesquels 1’aflatoxine et les
allergies ont été rapportés. L’aflatoxine est une toxine cancérigene issue de 1’infestation de
I'arachide par Aspergillus flavus. Elle constitue une contrainte majeure de production a
I'échelle mondiale. L’infection peut se produire avant ou apres récolte, au stockage et au
transport. Aspergillus est reconnaissable aux produits pulvérulents de son métabolisme sur les
graines contaminées d’une couleur vert-jaune. Une absence d’aflatoxine est requise pour la
sécurité alimentaire. Plusieurs pays ont des régimes stricts sur la limite admissible
d’aflatoxine dans leur importation et des implications économiques facheuses liés aux refus
d’exportations ont été¢ signalées (Janila et al., 2013). A cette contrainte, s’associent des
allergies observées chez certains sujets apres consommation d’arachide ou de produits
dérivés. Ces réactions sont dues a des peptides allergénes Arah 1, 2, 3 et 6. Les manifestations
cliniques de ces allergies varient en fonction de la situation géographique. En outre, les cas
d’allergies sont plus fréquents dans les pays développés que dans les pays en voie de
développement car la prévalence de la sensibilité aux allergenes y est plus élevee (Yang,
2010).
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1.4. Amélioration génétique de I’arachide
1.4.1. Objectifs et stratégies d’amélioration chez I’arachide

Les programmes de sélection variétale chez 1’arachide ont profondément évolué tant dans
leurs objectifs que dans les méthodes utilisées. La méthode de sélection est dictée par
I’autogamie et dépend du caractere d’intérét cible, de la nature genétique du caractere et de la
disponibilité des ressources. Deux voies stratégiques principales ont été utilisees (i)
I’exploitation de la variabilité génétique existante au sein du matériel local ou exotique et (ii)
la création de la variabilité genétique par croisement. Les méthodes de sélection utilisant la
variabilité existante incluent la sélection massale (sélection des génotypes sur la base des plus
beaux phénotypes). La création de la variabilité génétique par croisement met en jeu diverses
méthodes dont la sélection généalogique (sélection permettant d’identifier les combinaisons
de caracteres les plus favorables), la technique de backcross (rétrocroisement permettant le
transfert d’un caractere a hérédité simple dans une variété présentant un défaut auquel on veut
remedier); la méthode bulk (sélection des meilleurs lignées en stade générationnel avancé a
partir de vrac de graines issues des meilleurs génotypes a un stade générationnel précoce); la
méthode de filiation monograine ou SSD ‘Single Seed Descent’(sélection des descendants a
partir d’une graine prise par plante a chaque étape d'autofécondation) et la sélection récurrente
(amelioration progressive des populations par sélection et brassage simultanés) (Halward et
al., 1991; Nigam, 2000). La sélection récurrente, bien qu’indiquée pour conserver la
variabilité génétique au cours du processus de sélection, a été trés peu utilisée a cause de la
difficulté a réaliser un grand nombre de croisements. Avec l'avénement des marqueurs
moléculaires, le backcross a été utilisé pour transférer des caracteres de résistance aux
nématodes et aux maladies. Les techniques d'hybridation ont été aussi utilisées pour exploiter
le potentiel des espéces sauvages, en particulier pour la résistance aux maladies (Garcia et al.,
1995). Les principales cibles de sélection sont I’amélioration du rendement, la tolérance a la
sécheresse, la resistance aux maladies et ravageurs, I’amélioration de la quantité et de la
qualité des produits arachidiers. Les paragraphes ci-aprés font un bref descriptif des avancées
en termes d’amélioration pour les cibles de sélection précitées.

1.4.2. Amélioration du rendement et de ses composantes

L’amélioration directe du rendement a profondément évolué avec les besoins des utilisateurs
et des pays producteurs. Au Sénégal par exemple, cette évolution s’est traduite par un
renouvellement du matériel végétal mis a la disposition des paysans. On est passé de
populations locales rampantes de 120 jours, parfois peu productives et a petites graines, a une
gamme de variétés érigées, de 90 a 150 jours, productives et mieux adaptées aux conditions
de cultures. En Argentine, une analyse de la performance des variétés utilisées de 1948 en
2004 a montré I’impact de la sélection sur I’augmentation du rendement. Le passage des
variétés a port érige (1948) aux variétés a port rampant (2004) a été suivi d’une augmentation
de 57% du taux de remplissage de gousses, 57% de I’indice de fertilité, 80% du taux de
production de fleurs et de 117% du nombre de gousses par plante (Haro et al., 2015).

Les etudes sur I’héritabilité et les corrélations des caractéres associés au rendement ont été
utiles dans des programmes de sélection. Pour certains caracteres comme le poids de 100
gousses/graines, la floraison et la maturité, une héritabilité élevee a été rapportée. Le
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rendement est positivement corrélé au nombre de gousses matures et au poids de 100 gousses
(Nigam, 2000). Le port de la plante, la durée du cycle, la taille et le poids des gousses/graines
ont généralement été ciblés pour I’amélioration du rendement. Outre le rendement,
I’uniformité des graines a émergé comme une variable déterminante pour les besoins de
I’industrie (Holbrook & Stalker, 2003).

1.4.3.  Amélioration pour la tolérance a la sécheresse

Plusieurs approches d’amélioration de la tolérance a la sécheresse ont été déployées chez
I’arachide. Les approches empiriques telles que la mesure du rendement en conditions d'eau
limitante restent utilisées. Le développement de cultivars dotés d’une meilleure efficience
d’utilisation de l'eau (EUE) a été une importante approche utilisee en sélection
(Krishnamurthy et al., 2007). Les approches de mesure de I’EUE utilisent des caracteres
comme le contenu relatif en chlorophylle (SPAD) et la surface foliaire spécifique pour le
criblage de la tolérance a la sécheresse et sont souvent utilisées en combinaison avec
I'approche empirique. Par ailleurs, en se basant sur le mécanisme d'échappement au stress
hydrique, la sélection pour un cycle végétatif court (75 a 90 jours) visant a adapter la culture a
la longueur de la saison des pluies a été une stratégie utilisée dans les programmes de
sélection au Sahel. En outre, les programmes de sélection par rétrocroisement ont permis de
réduire la longueur de cycle des variétés cultivées dont les plus précoces avaient un cycle de
90 jours. Des variétés de 80 jours ont été obtenues aprés 3 et 4 cycles de rétrocroisements
successifs respectivement sur la variété parentale récurrente 55-437 et 73-30 en utilisant un
donneur de précocité, Chico, variété peu productive d’une longueur de cycle de 75 jours.
Parmi les lignées introgressées, les plus productives ont été retenues au cours d’une série
d’essais conduits a Bambey durant les hivernages de 1996 a 2000 (Clavel et al., 2005, 2007).
Des progres significatifs ont été réalisés sur la compréhension des mécanismes de tolérance a
la sécheresse chez I'arachide et certains parametres physiologiques comme le SPAD ont été
identifiés corrélés a ’EUE et utilisés comme critéres de sélection (Nigam et al., 2005;
Painawadee et al., 2009; Songsri et al., 2009). Les caractéres racinaires ont été identifiés
comme des traits adaptatifs a la sécheresse, mais leur utilisation comme critere de sélection
pour la résistance a la sécheresse est limitée car ils requiérent des protocoles de phénotypage
tres élaborés (Pasupuleti & Nigam, 2013). Jusqu'a présent, les études sur la tolérance a la
chaleur chez l'arachide se sont limitées a quelques études de criblage qui rapportent des
génotypes tolérants au stress thermique (Craufurd et al., 2003; Hamidou et al., 2013). La
sélection pour les variétés tolérantes aux stress hydriques et thermiques devrait gagner en
attention en raison des prévisions d’augmentation des températures sous I’effet des
changements climatiques.

1.4.4.  Amélioration pour la résistance aux maladies et ravageurs

La création de variétés résistantes est un moyen privilégié de gestion des maladies et
ravageurs comparativement au contréle chimique compte tenu du codt supplémentaire et du
manque de durabilité environnementale de cette derniére. Des cultivars dotés d’une résistance
aux maladies foliaires fongiques ont été identifiés. La variété "Southern Runner " par exemple
a été le premier cultivar résistant a la cercosporiose développé aux Etats-Unis (Gorbet et al.,
1987). Comparativement a I’espéce cultivée A. hypogaea, des niveaux élevés de résistance

18



aux maladies fongiques ont été signalés chez les especes sauvages (Stalker & Simpson, 1995)
et elles ont été utilisées pour développer des hybrides interspécifiques. Certaines variétés
actuellement cultivées en Inde proviennent de ces programmes de croisements
interspécifiques. C’est le cas par exemple de GPBD4 (Gowda et al., 2002), de Mutant 28-2
(Motagi et al., 2014) et de ICG7878. Des sources de résistance a la rosette ont été découvertes
au Sénégal en 1952 et utilisées pour développer des variétés résistantes et a haut rendement
telles que RMP12, RMP91 et RG1 (Waliyar et al., 2007). Cependant, la plupart de ces
variétés présentaient un cycle végétatif long, objet de rejet par les agriculteurs. Plus
récemment au Nigeria, trois variétés précoces résistantes a la rosette Samnut 24, Samnut 25 et
Samnut 26 ont été développées (Ajeigbe et al., 2015). Des sources de resistance au
flétrissement bactérien chez 1’espéce cultivée et les espéces sauvages (Tang & Zhou, 1999)
ont été utilisées pour développer des cultivars d'arachide résistants en Chine tels que
Zhonghua 4, Zhonghua 6, Tianfu 11, Zhonghua 21, etc. (Janila et al., 2016).

A travers le monde, la sélection pour la résistance aux maladies a recu plus d'attention
comparativement a la sélection pour la résistance aux insectes ravageurs. La raison importante
serait la non-disponibilité de sources de résistances aux insectes chez 1’espéce cultivée bien
qu’une bonne variabilité ait été signalée chez les espéces sauvages (Sharma et al., 2003). 1l est
en général admis que des variétés a résistances multiples sont nécessaires pour améliorer la
productivité des cultures. Cependant, le criblage simultané a plusieurs contraintes est
laborieux. De plus, les variétés développées résistantes aux maladies avaient une faible
productivité, par conséquent, l'acceptation chez les agriculteurs est restée trés faible (Nigam,
2000). La combinaison de plusieurs caractéres d’intérét agronomique tels que la résistance
aux maladies et ravageurs, la productivité et la maturité précoce reste un défi, malgré la
disponibilité de plusieurs sources de variabilité génétique chez les espéces sauvages.

1.45. Amélioration de la qualité technologique de I’arachide

La demande mondiale d'arachide pour I’alimentation est en constante augmentation. Les
produits a base d’arachide sont largement utilisés dans les programmes alimentaires pour
traiter la malnutrition et par conséquent, I'amélioration de la qualité nutritionnelle gagne en
importance. Les attributs de qualité préférés chez 1’arachide sont la teneur élevée en protéine
et en sucre, la faible ou forte teneur en huile en fonction des utilisations (huileries,
confiseries), I’absence d’aflatoxine, la couleur rose et la forme attrayante des graines, un
rapport élevé d'acide gras oléique/linoléique (O/L) et le blanchiment facile a la grillade. La
haute teneur en O/L est un paramétre important pour la santé des consommateurs et
I’industrie. La sélection pour une forte teneur en acide oléique a commencé avec la
découverte du mutant spontané F435 doté d’une teneur en O/L > 80% (Norden et al., 1987),
et la variété oléique, SunOleic 95R avec 82% de teneur en O/L a été enregistré en 1997
(Gorbet & Knauft, 2000). Pour I'arachide d’huilerie, I'amélioration de la teneur en huile est un
caractére important. Des variétés de bouches (Janila et al., 2012) et a haute teneur en Fe et Zn
ont été identifiés (Janila et al., 2015). Pour des besoins de fourrage, la teneur en azote, de
I'énergie métabolisable et la digestibilité de fanes sont des traits importants qui devraient
gagner en importance. Avec un changement de tendance vers des utilisations alimentaires et
technologiques, les paramétres de qualité nutritionnelle et industrielle émergent comme des
caractéres importants pour la création variétale.
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1.5. Contraintes et limites de I’amélioration de I’arachide cultivée

Le progres génétique chez I’arachide a globalement été entravé par la base génétique étroite
du cultigéne, les limites opérationnelles de la sélection classique et la timidité du déploiement
des outils génomiques, elle-méme liée au faible taux du polymorphisme de I’ADN et a la
complexité du génome tétraploide de I’espéce cultivée.

1.5.1.  Etroitesse de la base génétique de I’arachide cultivée

La diversité génétique de I’arachide cultivée est connue faible pour des raisons précitées et les
sélectionneurs ont été tres tot confrontés a cette contrainte.

1.5.2. Limites de la sélection classique

L’amélioration variétale chez 1’arachide a permis de mettre a la disposition des producteurs
des variétés améliorés et adaptés aux conditions de culture. Toutefois, les efforts investis pour
améliorer un caractére agronomique ne justifient pas toujours les résultats, en particulier dans
le cas des caractéres quantitativement hérités et influencés par I’environnement. La technique
de croisement de deux parents et la sélection des génotypes intéressants dans la descendance
est utile habituellement pour des caracteres simples pour lesquels des outils efficaces de
phénotypage sont disponibles telles que la résistance a la cercosporiose et a la rouille.
Toutefois, le phénotypage en sélection variétale implique d'énormes ressources et de temps et
les risques d’échecs demeurent élevés. La difficulté a réaliser un grand nombre de
croisements, le faible nombre de descendants produits a chaque génération et le déterminisme
complexe de certains caracteres entravent généralement le processus de sélection.
L’amélioration de certains traits tels que la teneur en huile et la qualité nutritionnelle par le
biais de la sélection classique est limitée car elle nécessite des outils de phénotypage robustes,
et doivent étre conduits apres récolte et séchage des gousses. Les méthodes d'analyse
disponibles sont destructives et entrainent généralement la perte de matériel génétique
précieux, surtout dans les générations précoces ou la semence est limitée. Cependant, certains
dispositifs de phénotypage a haut débit sont maintenant disponibles pour divers traits, mais
leur application est limitée en raison de leur codt élevé et le manque de savoir-faire technique.
IIs seront néanmoins intéressant dans les programmes de sélection génomique, ou
I’association phénotype-génotype nécessite un phénotypage de précision (Cobb et al., 2013).

1.5.3.  Faible déploiement des outils génomiques pour accélérer la sélection

L'avénement des outils génomiques a révolutionné les méthodologies de sélection chez les
plantes. Leur déploiement chez I'arachide est relativement timide en raison en partie du faible
taux de polymorphisme de I’ADN et de la complexité de la tétraploidie. Parmi les approches
adoptées pour déployer des outils moléculaires, le backcross assisté par marqueur a été le plus
utilise pour améliorer les variétés, mais trés peu de réussite ont été rapportée pour certains
caractéres quantitatifs comme la tolérance a la secheresse et le rendement (Janila et al., 2016).
Pour ces traits quantitatifs qui sont contrélés par plusieurs QTL avec un effet individuel
faible, il est tres difficile de développer des génotypes améliorés. Dans ce contexte, 1’
approche de sélection génomique (GS) est en cours de deploiement chez I'arachide (Pandey et
al., 2016). Une base de données (PeanutBase) a été élaborée pour faciliter 1’accés aux
ressources moléculaires et les ressources disponibles comprennent des marqueurs, des cartes
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génetiques, des données du transcriptome et les séquences du génome de deux especes
diploides sauvages. L'intégration des ressources génomiques et les approches de sélection
classique permettraient de développer des cultivars avec plus de précision et de rapidité.

1.6. Contribution des especes sauvages en amélioration variétale
1.6.1.  Les espéces sauvages, sources de diversité génétique

En raison de la faible variabilit¢ génétique chez 1’arachide cultivée, des options
d’amélioration continue des variétés sont compromises. En revanche, les especes sauvages
apparentées a I’arachide cultivée ont montré une forte diversité génétique (Moretzsohn et al.,
2004; Barkley et al., 2007; Khera et al., 2013). Par ailleurs, les especes sauvages ont
accumulé au cours de leur évolution des capacités d’adaptation (eau, température, type de sol,
altitude et vegétation) leur permettant de se reproduire dans des environnements contraints et
variables (Nevo & Chen, 2010). Elles représentent donc un excellent réservoir d’alléles
intéressants qui peuvent étre utilisés en sélection (Fonceka et al., 2012a). Ainsi, via
I’hybridation interspécifique et 1’utilisation des marqueurs moléculaires SSR, il est possible
d'élargir la base génétique de I'arachide cultivée par des processus maitrisés d’introgressions
des segments chromosomiques issus des especes sauvages (Fonceka et al., 2012b).

1.6.2. Potentialités des espéces sauvages en amélioration variétale

De nombreux travaux attestent du potentiel des espéces sauvages en sélection. En effet,
comparativement aux variétés cultivées, des niveaux extrémement élevés de résistance pour
de nombreux agents pathogénes ont été identifiés chez les espéces sauvages. Par exemple,
contrairement aux variétés cultivées toutes sensibles, Subrahmanyam et al., (2001) ont
identifiés 12 espéces sauvages qui présentaient une immunité au virus de la rosette. Aucune
des 7000 accessions de A. hypogaea n’avait une résistance utile au virus de la rosette, alors
que les accessions sauvages, A. kuhlmannii, A. duranensis et A. ipaénsis étaient immunisées
(Dwivedi et al., 2007). Mehan et al., (1986) ont identifié quatre especes sauvages de la
section Arachis, résistantes a I’infestation a I'aflatoxine. A. diogoi est la seule espece identifiée
immune au virus du collet chez l'arachide (Stalker et al., 2016); cette espéce est aussi la seule
identifié immune au virus TSWV (Lyerly et al., 2002). L’espéce sauvage A. duranensis a été
identifiée résistante a R. solanacearum et utilisée dans la compréhension du mécanisme
moléculaire de résistance a cette bactérie ubiquiste (Chen et al., 2014a). Upadhyaya et al.,
(2011) ont identifiés 20 accessions sauvages supérieures a I’espéce cultivée pour des
caractéres de qualité nutritionnelle. Huang et al., (2012) ont démontré qu'il existe une
abondante diversite génétique chez 19 espéces sauvages pour augmenter la teneur en huile
chez I’arachide cultivée. De nombreux amphidiploides sauvages ont montré des niveaux de
résistances élevés aux cercosporioses (Mallikarjuna et al., 2011a). Le gene de résistance a M.
arenaria a été introgressé chez A. hypogaea en utilisant le fameux complexe d’hybride
interspécifique TXAG-6 comprenant trois especes sauvages, Arachis batizocoi, Arachis
cardenasii et Arachis diogoi (Simpson et al., 1993). NemaTam, un hybride interspécifique
résistant a été développé et utilisé par la suite pour créer les variétés résistantes aux nématodes
(Simpson et al., 2003) et a la maladie de Kalahasti (Tylenchorhynchus brevilineatus) (Mehan
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et al., 1993). Fonceka et al., (2012a) ont identifié des alleles sauvages favorable a
I’augmentation de la taille de gousse/graine a partir d’un amphidiploide sauvage.

1.6.3. Banques de geénes et potentialités non agronomiques des espéces
sauvages

Pour exploiter la diversité génétique des especes en amélioration variétale, les banques de
génes sont des sources précieuses. L'ICRISAT-Inde détient la plus grande collection
d’accessions d'arachide dans le monde (15445 accessions). Les autres banques de génes sont
localisées au Bureau national des ressources phytogeénétiques (NBPGR) en Inde (9024
accessions); a I’institut de recherche sur Oléagineux (OCRI) en chine (8083 accessions); au
Département de recherche en agriculture aux USA (9917 accessions); a I'Institut agronomique
de EMBRAPA-CENARGEN au Brésil qui détient la plus large collection d’accessions
sauvages (1200 accessions) et a I’institut national de technologie (INTA) et botanique
(IBONE) en Argentine (Singh & Nigam, 2016). Les travaux de caractérisation des especes
sauvages pour des caractéres d’intérét devraient étre plus dynamiques pour des besoins de
sélection. En plus de leur réle en sélection, les attraits des espéces sauvages sont nombreux.
L'espece diploide sauvage Arachis pintoi est utilisée comme culture fourragére au Brésil, en
Australie, Colombie et Bolivie pour sa valeur nutritive élevee et excellente en production
animale (Lascano & Thomas, 1988). Au regard du caractére fascinant et de 1’envergure des
plantes sauvages, la recherche sur ['utilisation des especes sauvages comme plantes
ornementales ou de couverture du sol devrait étre initiée et soutenue.

1.6.4. Hybridation interspecifique et polyploidie artificielle chez I’arachide

Deux voies d’hybridation interspécifique ont été utilisées pour introgresser la variabilité
génétique issue des especes sauvages diploides chez 1’arachide cultivée. La premiere, la voie
tri-hexaploide consiste a croiser 1’espéce cultivée tétraploide avec un parent sauvage
diploide. L’hybride triploide qui en résulte est stérile et donne apres doublement du stock
chromosomique a la colchicine des individus hexaploides potentiellement fertiles. Le retour
au niveau de ploidie 4x se fait par autofécondation ou par backcross successifs avec le parent
cultivé et sélection d’individus fertiles pentaploides puis tétraploides. Cependant, cette
méthode est longue et laborieuse et présente des inconvénients tels que la forte stérilité et
I’instabilité des hybrides, la perte de chromosomes ou de fragments chromosomiques.

La seconde, la voie amphidiploide consiste a synthétiser un tétraploide artificiel a partir de 2
espéeces diploides sauvages et a croiser 1’hybride tétraploide avec I’espece cultivée. Le retour
au fond génétique du parent récurrent se fait par backcross successifs. Cette technique
présente I’avantage de générer directement des individus ayant le méme niveau de ploidie que
I’espéce cultivée. Cette technique a été utilisée avec succes pour transférer dans un fond
génétique cultivé un geéne de résistance aux nématodes provenant de ’espéce sauvage A.
cardenasii (Simpson & Starr, 2001; Simpson et al., 2003). Cette voie a aussi éte utilisée pour
enrichir la base génétique de l'arachide cultivée par introgression systématique du génome
d’espéces sauvages dans un fond génétique cultivé (Fonceka et al., 2012b). A I’heure actuelle,
des équipes de recherche aux USA, au Brésil et en Inde se sont investies dans la production
d’amphidiploides sauvages résultant de la combinaison d’espéces diploides sauvages de
génome A et B/K (Simpson et al., 1993; Favero et al., 2006; Mallikarjuna et al., 2011b). A ce
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jour, 20 amphidiploides synthétiques comprenant TXAG6, TXAG7 (Simpson et al., 1993),
AiAd (Favero et al., 2006) et 17 ISATGR (Mallikarjuna et al., 2011b) sont disponibles mais
seuls deux ont été utilisés en croisement interspécifique notamment TxAG6 (Burow et al.,
2014) et AiIAd (Fonceka et al., 2012b). Cette nouvelle ressource offre des perspectives
intéressantes pour 1’¢largissement de la base génétique de 1’espéce cultivée.

1.7.Polyploidie et méiose chez les plantes
1.7.1.  Définitions et concepts

La polyploidie est la présence de plus de deux lots de chromosomes chez un organisme. Les
organismes contenant 3, 4 ou 5 lots de chromosomes sont appelés triploides, tétraploides et
pentaploides respectivement. Alors que chez les animaux ce phénomene est létal, chez les
plantes c’est un caractére commun. Soixante-dix pour cent des angiospermes auraient connus
au moins un épisode de polyploidie durant leur évolution (Soltis et al., 2014). L’avantage
majeur des polyploides est la vigueur hybride ou hétérosis puisqu’ils peuvent maintenir 3-8
alleles a un locus comparativement au diploide (2) (Parisod et al., 2010b). Il existe deux
modes de formation de polyploides dans les populations naturelles: le doublement somatique
et 'union de gamétes non réduits. On distingue trois types de polyploides sur la base de
criteres génétiques et cytogénétiques: les autopolyploides, les allopolyploides et les
allopolyploides segmentaires (Stebbins, 1947) (Figure 8).

Dans toute cellule, chaque chromosome posséde un ou plusieurs partenaires en fonction de la
ploidie de I’organisme (1 chez un diploide, 2 chez un triploide et 3 chez un tétraploide) qui lui
est (sont) homologue(s) ou homéologue (s). Lorsque les paires (chez les diploides), les triplets
(chez les triploides) ou les quadruplets (chez les tétraploides) de chromosomes sont
homologues, ils ont généralement une méme taille et un méme alignement des génes qu’ils
portent. Toutefois, ces geénes n’ont pas obligatoirement les mémes alléles (différentes «
formes » d’un géne) aux différents loci (localisation ou emplacement d’un géne sur le
chromosome). Il est a noter ici qu’on a des cas ou 1’allele a un locus ne peut étre détecté par
marquage moléculaire & cause d’une mutation de type insertion/délétion ou translocation. On
parlera d’alléle nul a ce locus. Les chromosomes d’une méme paire, d’'un méme triplet ou
d’un méme quadruplet sont des autosomes. Si les paires, les triplets ou les quadruplets
d’alleles d’autosomes présents au méme locus sont identiques, ils sont homozygotes a ce
locus. Ils sont hétérozygotes au locus si les alleles ont des formes différentes. L hétérozygotie
est dans ce cas de niveau variable chez les polyploides. On parlera d’un locus plus ou moins
polymorphe selon le niveau de différence entre les alléles (un seul ou tous les alleles
différents entre eux).

La méiose est une série de deux divisions cellulaires successives du méiocyte (cellule a la
base de toute division cellulaire sexuée); la méiose 1 ou division réductionnelle et la méiose 2
ou division équationnelle. Chacune de ces divisions comprend les quatre étapes d’une division
cellulaire classique (la prophase, la métaphase, I’anaphase et la télophase). A partir d’une
cellule (2n), une méiose normale aboutit a la production de quatre cellules reproductrices
haploides (n) encore appelées gameétes. La méiose est un phénomeéne bien conservé chez les
especes a reproduction sexuée. Au contraire de la mitose qui est une division conservatrice du
génotype, la méiose est source de diversité génotypique via la distribution aléatoire des
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chromosomes et les recombinaisons chromosomiques. Chez les organismes, 1’un des
autosomes provient du parent femelle et I’autre du parent méle. Aprés fécondation, les deux
autosomes sont presents chez le zygote (produit de la fécondation des gametes maéle et
femelle) et s’apparient deux a deux pour former des bivalents (chez les diploides) ou des
multivalents (chez les polyploides) lors de la gamétogenese (Crismani et al., 2013).

Diploide ancestral P
Divergence
A" A A B
Hybridation
A'A AA AB
Polyploidisation
A'A’AA AAAA AABB
Evolution

Allo-tétraploide Auto- Allo-
Segmentaire tétraploide tétraploide

AAAA, AAAA, AABB,

Figure 8. Illustration de I’origine génétique des trois types de polyploides.

Les allopolyploides sont issus de I’hybridation entre deux espéces différenciées suivie d’un
doublement chromosomique. lls sont caractérisés par des appariements sous forme de
bivalents et une hérédité de type disomique et ressemblent donc aux diploides dans leur
comportement cytogénétique. Les autopolyploides qui possedent plusieurs copies du méme
génome sont caractérisés par la formation de multivalents a la méiose et un type de
ségrégation polysomique. Les allopolyploides segmentaires sont issus de [’hybridation entre
deux espéces proches et présentent un type de ségrégation intermédiaire du fait de la
présence de lots de chromosomes homologues et de lots de chromosomes homéologues.

1.7.2.  Ségrégations chromosomiques chez les polyploides

Chez les polyploides, 1’appariement entre chromosomes d’un méme triplet ou d’un méme
quadruplet a la prophase 1 définit le type de ségrégation observé a la méiose. La ségrégation
peut étre de type disomique, polysomique ou mixte (Stift et al., 2008).

La segregation est de type disomique lorsque I’on observe une affinité entre deux génomes. A
titre d’exemple, chez un tétraploide de génotype X1X2X3Xs nous avons 4 lots de 10
chromosomes (C1 a Cio) (soit 40 chromosomes). Si au cours de la méiose on observe une
affinité constante de formation de bivalents entre chromosomes des lots X1X2 et X3X4
c'est-a-dire les chromosomes du lot Xi (CiXi a Ci0X1) toujours appariés aux
chromosomes du lot X2 (C1X2 a C10X2) et ceux du lot X3 (C1X3 a C10X3) toujours appariés
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aux chromosomes du lot X4 (C1X4 a C10X4), ces appariements permettent une ségrégation de
type disomique qui donnera naissance a quatre types de gametes (X1X3, X1Xa, X2X3, X2X4,)
chez le tétraploide. On observe alors un appariement exclusif entre chromosomes homologues
a Dlintérieur de chaque sous-génome parental. De fait 1’allopolyploidie résulte de la
combinaison de génomes de deux ou plusieurs espéces (Ex, AABB chez I’arachide,
AABBDD chez le ble). La ségrégation disomique a été observée chez plusieurs
allopolyploides (Ramsey & Schemske, 1998; Guo et al., 2015).

La ségrégation est de type polysomique, lorsqu’il n’y a pas d’affinité entre les différents
génomes présents. Le jeu de chromosome de I’individu est le résultat de duplications ou de
croisements intraspécifiques (Ex., AAAA chez la pomme de terre) (Wu et al., 2013). Chaque
chromosome d’un génome s’apparie de facon aléatoire a un homologue d’autres génomes.
Pour revenir a I’exemple précédent, on observera dans ce cas six types de gametes (X1Xz,
X1 X3, X1Xa, X2X3, X2X4 et X3X4). Comme nous pouvons le voir dans notre cas d’exemple, en
plus des recombinaisons chromosomiques qui ont lieu, la ségrégation de type polysomique est
source de plus de diversité. Cependant, la majorité des polyploides présentent des situations
beaucoup plus complexes. Les espéces allopolyploides possédent souvent, par exemple, des
jeux de chromosomes homéologues qui, du fait de leur origine commune, ont conserve
suffisamment de similarité pour s’apparier et recombiner entre eux. Ce type de comportement
est dit segmentaire (Stebbins, 1947), intermédiaire ou mixte. Ce type d’hérédité est observé
chez des allotétraploides issus du doublement chromosomique d’un diploide hybride issu de
deux especes relativement proches (Sybenga, 1996). Dans ce cas, il est possible d’observer
des appariements entre chromosomes homeéologues qui induisent des recombinaisons inter-
génomiques et des réarrangements chromosomiques (Gaeta & Chris Pires, 2010).

En ce qui concerne le contrdle génétique de la méiose, des loci majeurs ayant un réle dans la
stabilisation de la méiose ont été identifiés chez des espéces allopolyploides, comme le blé
(Griffiths et al., 2006) le colza et le seigle (Lukaszewski & Kopecky, 2010). Des études
moléculaires et cytogénétiques indiquent que 1’absence du locus Phl (Pairing Homeologous
1) chez le blé se traduit par une altération de la chromatine dans les premiers stades de la
méiose, et ce changement est corrélé a une augmentation d’appariements de chromosomes
homéologues (Moore, 2014). Malgre les avancées récentes, les bases moléculaires du contréle
génétique des crossing-overs entre chromosomes homéologues chez les allopolyploides
restent largement a élucider.

1.7.3. Les recombinaisons génétiques

La recombinaison génétique est le phénoméne conduisant a I’apparition chez un individu de
génes dans une association différente de celle observée chez les individus parentaux. La
recombinaison genétique est un phénomene naturel et universel dans le monde du vivant. Ce
sont des facteurs essentiels qui fournissent une source importante de diversité et qui
permettent aux espéces de s’adapter aux conditions de I’environnement. La recombinaison est
donc I'un des processus essentiels de 1’évolution. Il existe deux principaux types de
recombinaisons qui ont lieu au cours de la méiose: la recombinaison inter-chromosomique et
la recombinaison intra-chromosomique. La recombinaison inter-chromosomique est la
répartition aléatoire des chromosomes homologues dans les cellules filles a ’anaphase 1 de la
méiose. Cette répartition produit de nombreux génotypes et est I’'une des sources de la
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diversité produite par la méiose. La recombinaison intra-chromosomique s’opére entre
chromosomes. Aprés une connexion établie, les chromosomes s'apparient deux a deux sur
toute leur longueur et s'enchevétrent au niveau des chiasmas. Il se produit au niveau de ces
chiasmas des echanges de matériel génétique entre chromosomes par existence de cassures
double-brin (DSBs ou double strand breaks), mais surtout par la réparation de celles-ci. Tous
les génes situés sur une paire de chromosomes homologues peuvent étre « brassés » grace a «
I'enjambement » ou « crossing-over » ce qui modifie I'association des alleles portés par
chacun des chromosomes (Figure 9) (Schnable et al., 1998).

IREUTIS S ASIE T

1 2 3

Figure 9. Réprésentation shématique d’une recombinaison entre deux chromosomes
1-ADN double brin des deux chromosomes parentaux ; 2- Ouverture simple brin au niveau
d’'un chiasma ; 3- Appariement des extrémités libres par complémentarité de bases,
enjambement et ligation des simples brins ; 4- Les deux ADN double brins (chromosomes)
recombinants
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1.8. Génomique chez I’arachide
1.8.1. Marqueurs moléculaires

Plusieurs types de marqueurs ont été développés au cours des trois dernieres décennies chez
I’arachide: les RFLP, les RAPD, I’AFLP, les microsattelites ou SSR, et plus récemment, les
DArT (Pandey et al., 2016) et les SNP (Khera et al., 2013). Ces marqueurs ont été utilises
pour les études de diversité génétique (Kochert et al., 1991; Subramanian et al., 2000; He et
al., 2005; Bravo et al., 2006), de cartographie génétique (Burow et al., 2001; Foncéka et al.,
2009; Hong et al., 2010; Shirasawa et al., 2013) et de sélection assistée par marqueurs. Les
marqueurs SNP sont adaptés aux approches de génotypage a haut-debit et leur développement
est de plus en plus courant méme si leur utilisation est difficile chez les polyploides et dans les
laboratoires a faible niveau de technologies. Le faible nombre de marqueurs SNP disponible
(90) a récemment conduit au développement d’une puce affymetrix de 56 milles SNP par
I'ICRISAT et I'Université de Géorgie aux Etats-Unis.

Comparativement aux autres types de marqueurs, les marqueurs SSR demeurent actuelement
des marqueurs de choix pour le sélectionneur. Les marqueurs SSR se définissent comme des
séquences d’ADN composées de motifs de 2 a 6 nucléotides répétés en tandem ex: [(CG)n,
(CAGCOC)n, etc]. Le nombre de motifs répétés est variable entre génotypes définissant ainsi le
polymorphisme qui peut étre mis en évidence par amplification ciblée (PCR) et révélation par
électrophorese. Ces marqueurs ont un pouvoir de discrimination élevé, ce qui fait d’eux de
bons candidats pour le marquage génétique. lls sont reproductibles, multi-alléliques,
codominant et d’usage facile (de Vienne, 1998). Cependant, leur nombre était limité jusqu'a
présent (Pandey et al., 2016). Le séquencage du génome pourra étre utilisé pour le
développement de plusieurs milliers de marqueurs uniformément répartis sur le génome. La
disponibilité d’un plus grand nombre de ressources en marqueurs moléculaires permettra
d’accélérer I’amélioration génétique chez cette légumineuse.

1.8.2. Cartographie génétique
1.8.2.1. Définitions, principes généraux et intéréts des cartes génétiques

Une carte génétique est une représentation graphique de ’arrangement lin€aire de marqueurs
ou de genes le long des chromosomes. Les marqueurs doivent donc étre polymorphes c’est a
dire présenter différents alléles identifiables. L'établissement d'une carte génétique nécessite
une descendance en ségrégation issue par exemple d'un croisement, ainsi qu’une valeur
génotypique des descendants. Le choix d'un type de descendance (BCi, F2, lignées
recombinantes, haploides doublées etc.) dépend des contraintes biologiques de I'espéce. La
réalisation d’une carte génétique est basée sur le deséquilibre de liaison entre 2 marqueurs mis
en évidence par une analyse statistique de leur ségrégation au sein de la descendance. Le taux
de recombinaison entre 2 marqueurs est un bon estimateur de la distance qui les sépare. Il est
possible de regrouper et d’ordonner I’ensemble des marqueurs en calculant les distances qui
les séparent deux a deux. Les distances se mesurent en centimorgans (cM). Il existe trois
formules pour calculer les distances génétiques a partir du taux de recombinaison, celle
d’Haldane (Haldane, 1919), de Morgan (Morgan, 1921) et de Kosambi (Kosambi, 1943); ce
dernier prend en compte les phénomenes de crossing-over multiples. Les cartes génétiques
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sont utiles pour le séquencage et pour la caractérisation du génome. Elles permettent de
localiser les régions du génome impliquées dans la variation de caracteres.

1.8.2.2. Cartes génétiques chez ’arachide

La construction de cartes génétiques chez I’arachide a été initiée en 1993 a partir des
populations interspéecifiques et des marqueurs RLFP et ALFP. Halward et al., (1993) ont
développé la toute premiére carte génétique chez 1’arachide a partir d’une population F> de 87
individus issus du croisement entre deux espéces diploides A. stenosperma et A. cardenasii.
Cette carte comporte 117 locus RFLP repartis sur 11 groupes de liaisons (GL) pour une
couverture de 1063 cM. La premicere carte génétique a 1’échelle tétraploide a été construite a
partir d’une population de 78 BC1F; issue du croisement entre I’amphidiploide TxAG-6 ([A.
batizocoi x (A. cardensii x A. diogoi)] *) et le cultivar Florunner. Cette carte comporte 370
locus RFLP répartis sur 23 GL pour une taille totale de 2210 cM (Burow et al., 2001).

Avec I’avénement des marqueurs SSR, plusieurs cartes ont été construites avec des
populations issues de croisements entre espéces diploides de génome AA (Moretzsohn et al.,
2005; Nagy et al., 2012) ou de génome BB (Moretzsohn et al., 2009; Guo et al., 2012) afin de
s’affranchir de la complexité apportée par la tétraploidie. Foncéka et al., (2009); Shirasawa et
al., (2013) et Bertioli et al., (2014) ont elaboré des cartes génétiques a partir du croisement
entre un tétraploide synthétique AiAd ((A. ipaensis x A. duranensis)®) et une variété cultivée.
La carte génétique a 298 loci construite par Fonceka et al. (2009) a servi a I'élargissement de
la base génétique de l'arachide cultivée par introgression des segments chromosomiques
sauvages.

Dans le compartiment cultivé, quasiment aucune carte génétique saturée n’a été construite a
raison de la faible diversité existante. La premiére carte génétique construite chez 1’arachide
cultivée comportait 131 loci SSR répartis sur 20 GL (Hong et al., 2008). Varshney et al.,
(2008) rapportent une carte génétique de 135 loci SSR repartis sur 22 GL sur une population
RIL issue du croisement TAG 24 X ICGV 8603. Plus récemment, avec le développement des
marqueurs SNP, les cartes génétiques associant les marqueurs SSR et SNP ont été élaborées
(Zhou et al., 2014; Bertioli et al., 2014). Des informations sur les cartes construites chez
I’arachide sont disponibles dans le Tableau 1. Comparativement a d’autres plantes, le nombre
de cartes génétiques construites chez I’arachide reste limité. Ceci est principalement 1ié a la
complexité du génome polyploide, au faible taux de polymorphisme et a la grande taille du
génome de I’arachide (2800 Mb/1C).

1.8.2.3. Cartes génétiques consensus

Dans 1’objectif de disposer de cartes avec une densité de marqueurs plus importante, six cartes
consensus ont été élaborées a partir de cartes individuels préalablement établies (Hong et al.,
2010; Qin et al., 2011; Gautami et al., 2012a,b; Sujay et al., 2012; Shirasawa et al., 2013).
Ces cartes consensus ont été construites essentiellement a partir de variéteés élites. Les cartes
individuelles a 1’origine de ces cartes ont été élaborées sous différentes méthodes de
cartographie. De plus, les cartes individuelles a I’origine des cartes consensus n’avaient que
trés peu de marqueurs en commun du fait de la faible variabilité observée au sein des
croisements intraspécifiques.
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Tableau 1. Détails des cartes génétiques construites chez I’arachide

Population de cartographie

Population Nombre de marqueurs

Références

Cartes génétiques Diploide génome A

A. stenosperma x A. cardenassi F2 117 RFLP Halward et al., 1993

A. kuhlmanni x A. diogoi 179 F2 102 AFLP Milla 2003

A. stenosperma x (A. stenospermax A. cardenassi) 44 BC1F1 167 RAPD Garcia et al., 2005

A. duranensis x A. stenosperma F2 170 SSR Moretzsohn et al., 2005
A. duranensis x A. stenosperma 93F2 369 SSR, AFLP,RFLP, SCAR Leal-Bertioli et al., 2009
A duranensis x A. duranensis 94 F2 2,319 SNP, SSR Nagy et al., 2010a

A. duranensis x A. stenosperma 89 F5 437 SSR, EST Shirasawa et al., 2013
Cartes génétiques Diploide génome B

A. ipéensis x A. magna 93 F2 149 SSR Moretzsohn et al., 2009
A. batizocoi x A. batizocoi 94 F2 449 SSR Guo et al., 2010

A. ipéensis x A. magna 94 F6 680 SSR, EST Shirasawa et al., 2013
Cartes génétiques tétraploide génome AB

A. hypogaea x A. cardenasii 46 F10C9 RAPDs Garcia et al., 1995

A. hypogaea x (A. batizocoix(A. cardenasiixA. diogoi)) 78 BC1F1 370 RFLP Burow et al., 2001

ICG 12991 x ICGV-SM 93541 200 F2 12 AFLP Herselman et al., 2003
TAG 24 x ICGV 86031 318 RILs 191 SSR Varshney et al., 2009, Ravietal.,, 2011
Fleurl1x AiAd (A. ipaénsis x A. duranensis )4x) 88 BC1F1 298 SSR Fonceka et al., 2009
Yueyou 13 x ZhenZhuhei 142 RILs 132 SSR Hong et al., 2010
Yueyou 13 x FU 95-5 84 RILs 109 SSR Hong et al., 2010
Yueyou 13 x J 11 136 RILs 46 SSR Hong et al., 2010

TAG 24 x GPBD 4 266 RILs 188 SSR Sujay et al., 2011
ICGS 44 x ICGS 76 188 RILs 82 SSR Gautami et al., 2011
ICGS 76 x CSMG 84-1 176 RILs 119 SSR Gautamiet al., 2011

TG 26 x GPBD 4 146 RILs 181 SSR Sarvamangala et al., 2011
SunOleic 97R x NC94022 190 RILs 170 SSR, 2 CAPS Chenetal, 2010
Tifrunner x GT-C20 158 RILs 238 SSR, 1 CAPS Chenetal, 2010
Tifrunner x GT-C20 F2et F5 318et239 SSR Wang et al., 2013
Runner IAC 886 x AiAd RILs 384; 772 SSR et SNP Bertioli et al., 2014
Tifrunner x GT-C20 RILs 324 SSR QinHetal, 2012
Runner 1AC 886 x AiAd 91 RILs 1261 SSR, EST Shirasawa et al., 2013
Zhonghua 5 x ICGV86699 166 RILs 1621 SNP, 85 SSR Zhou et al 2014

Carte intégrée Consensus
Hong et al., 2010; Qin et al.,, 2011; Gautami et al., 2012a,b; Sujay et al., 2012

1.8.3.  Cartographie de QTL

Shirasawa et al., 2013

1.8.3.1. Définitions, principes généraux et intéréts de la détection QTL

Un QTL (Quantitative Trait Locus) est un locus impliqué dans la variation d’un caractére
quantitatif, c'est-a-dire un caractére montrant une variation phénotypique continue. La
cartographie de QTL est basée sur le principe de la recherche du déséquilibre de liaison entre
un QTL et un marqueur moléculaire. Pour cela, il faut disposer d’une population en
ségrégation, de données de génotypage (et éventuellement d’une carte génétique) et des
valeurs phénotypiques des individus de cette population. Il est possible de détecter des QTL
d’intérét pour des caracteres peu complexes (resistance a une maladie) par simple analyse de
la co-ségrégation entre des alléles aux marqueurs et le phénotype des plantes. Pour les
caractéres quantitatifs (comme le rendement) dont le déterminisme génétique complexe fait
intervenir un grand nombre de QTL a effet individuel faible, la détection de QTL consiste a
rechercher pour chacun des marqueurs de la carte, I’existence d’une liaison statistique entre le
génotype au marqueur et le caractére. La présence d’association significative entre un
marqueur et un caractére permet de conclure qu’il existe a proximité de ce marqueur un ou
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plusieurs QTL intervenant dans la variation du caractére et d’estimer 1’effet des all¢les
apportés par chacun des génotypes parentaux. En plus de ’analyse simple de 1’association
entre un marqueur et un caractére, il existe d’autres méthodes notamment la cartographie
d’intervalle qui permet d’estimer la position la plus probable de QTL dans les intervalles entre
marqueurs. L’intérét de la détection des QTL est d’utiliser les marqueurs en selection, voire
de cloner les alleles favorables pour leur utilisation en amélioration (de Vienne, 1998).

1.8.3.2. Cartographie des QTL chez I’arachide

Grace au développement des marqueurs moléeculaires, la réalisation des différentes cartes
génétiques chez I’arachide a permis de cartographier de nombreux QTL gouvernant la
résistance aux maladies (Halward et al., 1993; Garcia et al., 1996; Kolekar et al., 2016); la
tolérance a la sécheresse (Varshney et al., 2008; Gautami et al., 2012b) et les caractéres agro-
morphologiques et de domestication (Fonceka et al., 2012a,b).

Les approches de cartographie de QTL utilisées peuvent étre classées en deux types a savoir,
la cartographie de liaison et de déséquilibre de liaison (DL). La cartographie de liaison utilise
des populations biparentales qui exploitent la diversité existante entre 2 parents contrastés
telles que les lignées recombinantes (RILS) ou des lignées d’introgression backcross (BILs
NILS ou CSSL). La cartographie par 1’approche DL est basée sur les études d'association
génomique (GWAS). Elle utilise un ensemble de plusieurs génotypes dotés d’une grande
variabilité pour des caractéres agronomiques. C’est le cas des populations définies par des
cores ou minicores collections. Deux études utilisant cette approche ont été rapportées. La
premiére a été conduite a partir d’une minicore collection aux USA et a révélé une association
entre les génes FAD?2 et la teneur en acide oléique et linoléique (Wang et al., 2011). La
deuxiéme étude conduite par I'ICRISAT, qui comprenait un panel de 300 génotypes de 48
pays et qui ciblait 50 caracteres agronomiques, rapporte 1’identification de 524 QTL pour 36
caractéres avec une variance phénotypique allant de 5,81% a 90,09% (Pandey et al., 2014).
Une autre approche de cartographie de liaison-association est actuellement utilisée chez
plusieurs plantes comme le sorgho. Elle nécessite le développement de populations issues de
parents multiples tels que les populations inter connectées (NAM, BC-NAM) ou celles en
génération avancée d’inter croissement (MAGIC) (Islam et al., 2016). La NAM utilise a la
fois des événements de recombinaison récents et primitifs et tire avantage de la richesse
allélique. En revanche, la population MAGIC utilise plusieurs parents (8-12) d'origine
différente afin que plusieurs alléles distribués a travers différents génotypes puissent étre
réunis en une seule population de cartographie, plus riche en diversité alléliqgue comparée a
une population biparentale. Bien que n’ayant pas encore été utilisée pour la cartographie de
QTL chez l'arachide, I’approche NAM via I’hybridation interspécifique entre plusieurs
parents peut a l'avenir servir de ressources importantes pour la détection de QTL alléles
sauvage d’intérét agronomique et leur transfert dans le fonds génétique des variétés elites.

Des informations détaillées sur des études de détection de QTL chez I’arachide sont données
dans le tableau 2. Jusqu'a présent, les principaux QTL régissant la résistance aux nématodes,
rouilles, cercosporioses, flétrissement bactérien ont été trés peu utilisés par l'intermédiaire de
la SAM et pratiquement aucun QTL pour la tolérance a la sécheresse n’a été utilisé entre
génotypes a cause du déterminisme complexe de ce caractere et des effets généralement
faibles des QTL rapportés.
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Tableau 2. Détails des principaux travaux de détection de QTL chez I’arachide

Population de cartographie Caractére (s) ciblé (s) Marqueurs Références

Yuanza 9102 x ICGV 86699 Résistance a la rouille AFLP Houet al ., 2007

TAG 24 x GPBD 4 Résistance a la rouille SSR Khedikar et al ., 2010
A. duranensis x A. stenosperma Résistance a la CT SSR Leal-Bertioli et al ., 2009
TAG 24 x GPBD 4, TG 26 x GPBD 4 Résistance a la CT et a la rouille SSR Sujay et al ., 2012

TAG 24 x GPBD 4 Résistance & la CT et a la rouille SSR Kolekar et al ., 2016
Zhonghua 5 x J 11 Résistance a I'aflatoxine AFLP Leiet al., 2005
Zhonghua 5 x J 11 Résistance a I'aflatoxine SCAR Leiet al., 2006

12 genotypes Résistance a I'aflatoxine SSR Hong et al ., 2009

A. kuhlmannii x A. diogoi TSWV AFLP Milla et al ., 2004
Tifrunner x GT-C20, SunOleic 97R x NC940 TSWV SSR Qinet al ., 2012

ICG 12991 x ICGV-SM 93541 Résistance aux Aphids AFLP Herselman et al ., 2004
21 lignées interspécifiques et 3 cultivars Résistance aux virus PBND SSR Beraet al ., 2014
Tifrunner x GT-C20 Résistance aux Thrips, TSWV, CP/CT SSR Wang et al ., 2013
Yuanza 9102 x Chico Résistance aux Bactéries SSR Jiang et al ., 2007

39 genotypes Résistance a Sclerotinia minor SSR Chenault et al., 2009
Florunner x TXAG6 Résistance aux nématodes RAPD Burow et al ., 1996

A. hypogaea x TxAg-7 Résistance aux nématodes RFLP Choiet al ., 1999
Croisement interspécifique Résistance aux nématodes SCAR Chuet al ., 2007b

TAG 24 x ICGV 86031 Tolérance a la sécheresse SSR Raviet al ., 2011

TAG 24 x ICGV 86031, ICGS 76 x CSMG Tolérance a la sécheresse SSR Gautamiet al ., 2012
Fleur 11 x AiAd Agromorphologiques SSR Foncéka et al ., 2012b
Core collection Agronomiques SSR, CAPS Pandey et al., 2014
Tamrun OLO1 x BSS 56 Morphologie gousses/graines SSR Selvaraj et al ., 2009
Zhenzhuhei x Yueyou 13 Morphologie plante SSR Hong et al ., 2007

TG 26 x GPBD 4 Protéine et en qualité d’huile SSR Sarvamangala et al ., 2011
Minicore collection Teneur élevée en acide oléique CAPS Wang et al., 2011

14 génotypes Teneur élevée en acide oléique CAPS Chuet al ., 2009, 2011
Accessions et cultivars Teneur élevée en acide oléique Q-PCR Chenet al ., 2010
Accessions et cultivars Teneur élevée en acide oléique Q-PCR Barkley et al ., 2010, 2011

1.8.4.  Sélection assistée par marqueurs (SAM)

La SAM est pratiquée en utilisant soit la sélection assistée par marqueurs ou 1’approche par
rétrocroisement assistée par marqueurs. La sélection variétale par la SAM a été utilisée avec
succes dans le développement de NemaTAM, la premiére variété résistante aux nématodes a
galles chez I’arachide aux USA (Simpson et al., 2003). Suite a l'identification de marqueurs
liés aux alléles du géne FAD conférant le caractére riche en acide oléique chez 1’arachide
(Chu et al., 2009), des efforts ont été fournis pour piloter par pyramidage 1’augmentation de la
teneur en acide oléique et la résistance aux nématodes. En outre, le cultivar résistant aux
nématode "Tifguard" a été utilisé comme parent femelle récurrent tandis que Géorgie-02C et
Floride-07 ont servi de parents donneurs d’une forte teneur en acide oléique pour développer
la variéte actuelle Tifguard, résistante aux nématodes et a haute teneur en acide oléique (Chu
et al., 2011). Des marqueurs flanquants le QTL contrdlant la résistance a la rouille ont eté
détectés (Khedikar et al., 2010; Sujay et al., 2012) conduisant a I’introgression de ce QTL
chez des cultivars élites (Varshney et al., 2013). Au CERAAS, le pyramidage des QTL via
I'approche SAM est actuellement déployé avec succés afin de combiner au sein d’une seule
lignée des alléles sauvages favorables a I’amélioration de taille des graines présentes chez
différentes lignées. La prochaine décennie conduira probablement au développement d’un bon
nombre de variétés d'arachide par des approches intégrés de sélection moléculaire.
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1.8.5. Genomique fonctionnelle

L'utilisation de la génomique fonctionnelle a permis la découverte de genes d'intérét
agronomique a travers I’analyse du transcriptome chez 1’arachide (Brasileiro et al., 2014). Les
génes différentiellement exprimés en réponse aux stress abiotiques (Pruthvi et al., 2014), ceux
codant pour des protéines de stockage (Ibafiez et al., 2015) et les enzymes du métabolisme des
acides gras et de I'nuile (Chen et al., 2012) ont été identifiées et parfois clonées via le
séquencage d’EST (Feng et al., 2012). Pour améliorer la stabilité de I'huile d'arachide une
construction genique FAD2 ARNi a été obtenue et la plante résultante a montré une
augmentation du rapport O/L (Huang et al., 2008). Une technique ARNIi a aussi été utilisee
pour réprimer l'accumulation des allergénes majeurs Arah 1, 2 et 6 (Dodo et al., 2008; Chu et
al., 2008). Les EST dérivés de I’espece cultivée (Luo et al., 2005) et d'espéces sauvages
(Proite et al., 2007) ont eté développés et utilisées pour comprendre les modes d'expression
des genes (Duan et al., 2012; Brasileiro et al., 2014). Des marqueurs EST ont été développés
pour identifier les génes candidats impliqués dans I'expression des caractéres agronomiques
(Bi et al., 2010). Les ressources du transcriptome générées par microarray ou NGS sont d'une
immense valeur pour les especes ou la séquence du génome est indisponible (Feng et al.,
2012) et ces ressources sont accessibles dans la base de données publique PeanutDB (Duan et
al., 2012).

1.8.6. Mutagénese

Des programmes d’amélioration par mutation induite et sélection de mutants ont été
développés dans les années 1950 et 1970. Cependant le matériel produit n’a pas connu un
franc succés chez les producteurs et cette technique a été progressivement délaissée
(Holbrook & Stalker, 2003). Toutefois, une étude récente a indiqué le potentiel de la
mutagenése pour la réduction des allergénes Arah 1 et Arah 2 et I'amélioration de la qualité
des graines chez l'arachide cultivée (Knoll et al., 2011).

1.8.7. Transgénese

La transgénése a un grand potentiel pour I'amélioration variétale et des progres récents
réalisés chez I’arachide ont été rapportés par Holbrook et al., (2011) et Brasileiro et al.,
(2014). Cependant, son utilisation reste entravee par la résistance du public aux Organismes
Génétiquement modifies (OGM), des difficultés de régénération de plantes via des techniques
de sélection et de culture tissulaire. Nonobstant ces entraves, des lignées transgéniques
arborant des génes qui modulent différents traits tels que la résistance aux virus, insectes et
champignons, la tolérance a la sécheresse et la qualité des graines ont été mis au point par
plusieurs équipes de recherche, en particulier aux Etats Unis, en Chine et en Inde (Ozias-
Akins & Gill, 2001; Holbrook et al., 2011).

1.8.8. Emergence de la sélection génomique et faible adequation des
technologies de séquencage chez I’arachide tétraploide

La sélection génomique (SG) est une approche d’amélioration variétale qui tire profit de la
sagacité actuelle de 1’ére génomique. Cette technique repose sur I'identification des génotypes
avec valeur génétique supérieure sur la base des prédicteurs des séquences moléculaires. Cette
approche est embryonnaire chez I’arachide cultivée du fait de la complexité de la polyploide
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et de I’absence de génome de référence. Par exemple, un obstacle inhérent a 1’interprétation
des données de génotypage par sequencage (GBS) est, contrairement aux marqueurs SSR, la
difficulté de différencier les polymorphismes entre génomes homologues de ceux entre
génomes homéologues. (Figure 10). En outre, dans un contexte allotétraploide AABB, Il est
tres probable que des séquences provenant des différents génomes (A et B) puissent étre
assemblés sous un méme « tag » du fait de I’homologie entre les 2 génomes homéologues. Il
en résulterait un SNP hétérozygote AB alors qu’il pourrait s’agir de locus SNP homozygotes,
indépendants aux génomes A et B. Cette pseudo-hétérozygotie de structure souleve des
questions sur les méthodologies d’analyse des données de Sséquencage pour des especes
polyploides. Néanmoins, le génome des 2 ancétres diploides A- (A, duranensis) et B- (A.
ipaensis) de I’arachide cultivée a été récemment séquencé (Bertioli et al., 2016). Avec le
développement récent des technologies-NGS, il deviendra donc possible avec la disponibilité
des séquences génomiques, de déployer les méthodes GBS au profit de la SG chez I’arachide.

Génotypes
attendus:

Phénotypes . . ® ®
SSR observés: ° . . .

Génotypes SSR : AAAA AAAB AABB ABBB BBBB

AAAA AAAB AABB ABBB BBBB

Données GBS CGYTAG CGVYTAG CGYTAG CGYTAG CGATAG
, CGYTAG CGVTAG CGVYTAG CGVTAG CGATAG
observées: CGVTAG CGYTAG CGVTAG CGVYTAG CGATAG
CGYTAG CGYTAG CGYTAG CGATAG CGATAG

CGYTAG CGVTAG CGVYTAG CGATAG CGATAG

CGYTAG CGVTAG CGATAG CGATAG CGATAG

CGVIAG CGVYIAG CGATAG CGATAG CGATAG

CGVTAG CGATAG CGATAG CGATAG CGATAG

Eg;:l:Ag CGATAG CGATAG CGATAG CGATAG

A CGATAG CGATAG CGATAG CGATAG

Génotypes SNP : AA AB AB AB BB

Figure 10. Notation des copies des alléles a un locus marqueur SSR et SNP.

Cette figure illustre la difficulté de génotypage SNP par la technique GBS en comparaison
avec la technique de marquage moléculaire SSR. Les alléles des génotypes attendus et ceux
observés pour chaque technique sont indiqués. L’ amorce du marqueur SSR amplifie le locus
aux génomes A et B et indique le dosage allélique sur la base des rapports d’intensité des
bandes observees sur un gel. En revanche, l'inférence du dosage allélique reste un défi
majeur avec les données SNP du GBS. Les triangles pointant vers le bas et vers le haut
représentent les nucléotides alternatifs a un locus SNP du génome A (vert) et B (rouge). Il en
résulte inévitablement des erreurs a certains loci homéologues qui seront systématiquement
notés hétérozygotes parce que les ratios alléliques 1: 3 (AAAB ou ABBB) ne peuvent étre
distingués des ratios 2: 2 (AABB) par la technique GBS (Limborg et al., 2016). Par
conséquent, les genotypes AAAB et ABBB ne peuvent étre distingues du génotype AABB.
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1.8.9. L’approche AB-QTL
1.8.9.1. Principe et intérét

Afin d’utiliser efficacement les espeéces sauvages dans les programmes d’amélioration
variétale, Tanksley & Nelson, (1996) ont développé la stratégie AB-QTL qui permet de
détecter des QTL et de transférer simultanément des alléles sauvages favorables dans les
génotypes élites. Grace a cette approche, les alleles dérivés des espéces sauvages sont
étiquetés avec des marqueurs moléculaires et testés en association avec des caracteres
agronomiques. En parallele, des alléles QTL favorables seront conservés ou transférés dans
des variétés élites par hybridation et sélection moléculaire. Par conséquent, contrairement aux
méthodes classiques de cartographie de QTL, I'analyse AB-QTL peut accélérer le processus
de sélection tout en explorant le précieux pool génétique sauvage. L’approche AB-QTL a été
utilisée et promue pour la premiere fois chez la tomate et appliquée avec succés chez de
nombreuses plantes comme 1’orge, le blé, le riz et le coton (Wang & Chee, 2010). Elle a été
récemment utilisée par Fonceka et al., (2012a) chez l'arachide via le croisement entre
I’amphidiploide synthétique sauvage AiAd (A. ipaensis x A. duranensis)® et la variété
cultivée Fleur 11 et a permis de caractériser des différents segments chromosomiques
d’origine sauvage. Une fois le(s) role(s) de ces différents segments déterminés, il est alors
possible de piloter leur introgression dans les fonds génétiques élites a l'aide de marqueurs
moléculaires.

1.8.9.2. Applications de ’approche AB-QTL chez des plantes

L'analyse AB-QTL a été largement utilisée pour exploiter le potentiel des espéces sauvages en
sélection variétale chez plusieurs plantes. Chez la tomate, Tanksley et al., (1996) ont analysé
environ 170 lignées AB-QTL issues du croisement entre une variété élite L. esculemtum et
I’espece sauvage L. pimpinellifolium ('LA1589"). Sur les QTL contrélant les caracteres
horticoles détectés, 1’espéce sauvage L. pimpinellifolium possédaient des alléles capables
d’améliorer la plupart des caractéres. Fulton et al., (2000) ont utilisé la stratégie AB-QTL
pour détecter les QTL associés aux caractéres agronomiques a partir du croisement
interspécifique entre une variété élite et I'espéce sauvage L. parviflorum. Un total de 199 QTL
pour les 30 caracteres horticoles évalués a été identifié. Pour 19 caracteres, au moins un QTL
a été identifié pour lequel l'allele de L. parviflorum était associée a un effet agronomique
favorable malgré le phénotype inférieur de 1’espece sauvage.

Chez le riz, Li et al. (2004) ont développé une population AB-QTL a partir du croisement
entre O. sativa 'V20A' et O. glaberrima. Onze QTL associés aux caractéres de forme et aspect
de grains ont été détectés et I'allele favorable provenait d’O. glaberrima a 8 QTL. Thomson et
al., (2003) ont développe une population AB-QTL entre O. rufipogon (IRGC 105491) et le
cultivar américain ‘Jefferson’. Soixante-seize QTL ont été identifies pour les 13 caractéres de
rendement étudiés et les alleles d’O. rufipogon étaient favorables pour 53% des caractéres.

Chez I'orge. Pillen et al., (2003) ont développé une population BC2F. a partir du croisement
'‘Apex’ (ssp Vulgare) x 'ISR101-23' (ssp. Spontaneum). Sur les 86 QTL détectés, des effets
favorables ont été identifiés sur 29 QTL. A un QTL, l'allele sauvage a été associé a une
augmentation moyenne du rendement de 7,7% dans les 6 environnements étudiés.
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Schmalenbach et al., (2008) ont développé 59 lignées BaFs d'orge pour identifier les QTL
associes aux maladies. Au total, 57% et 75% des QTL conférant respectivement une
résistance a la moisissure et a la rouille ont été associes a 1’all¢le du parent sauvage. Une co-
localisation de deux QTL favorable a été identifiée chez la lignée S421L-138 et un effet de

une ressource pour transférer des alleles de résistance chez de nombreuses variétés élites.

Chez le blé, Kunert et al., (2007) ont utilisé la stratégie AB-QTL pour localiser des QTL de
qualité de cuisson sur deux populations B2Fs dérivés de Blé d'hiver «Batis» et «Zentos» (T.
aestivum L.) et de deux synthétiques hexaploides de blé «Syn022» et «Syn086x». Les alléles
exotiques étaient favorables a 14 QTL et le génotype élite a contribué a un effet favorable a
24 QTL. A 1 locus sur le chromosome B4, l'alléle exotique a augmenté de 19,6% le caractere
considéré. Naz et al., (2008) ont localisé les alléles exotiques aux QTL pour I’amélioration de
la résistance a la rouille des feuilles chez une population AB-QTL, dérivée du croisement
entre le cultivar de blé «Batis» (T. aestivum) et le blé synthétique hexaploide «Syn022L».
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Chapitre 2 : Evidence d’'une hérédité mixte disomique et polysomique
et échanges entre génomes homéologues dans un croisement
interspécifique chez I'arachide allotétraploide

Ce chapitre a fait I’objet de publications.
L’article publié est reproduit en annexe.
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2.1.Résumé

L’arachide cultivée et les synthétiques sauvages utilisés en sélection sont des allotétraploides
(2n=4x=40) constitués de 2 génomes distincts. Plusieurs études ont rapporté un mode
d’hérédité disomique chez 1’arachide, caractérisé par un appariement exclusif des
chromosomes d’un méme génome lors de la méiose. Une étude récente a décrit des
phénomenes de recombinaison entre chromosomes de différents génomes, soulevant ainsi des
questions sur le mode d’hérédité. Dans ce travail nous avons étudié le comportement
méiotique de D’arachide a partir de I’analyse de la ségrégation de 380 marqueurs
microsatellites sur une descendance F2 de 90 individus, issue du croisement entre 1’espéce
cultivée Arachis hypogaea var Fleurll (AABB) et un synthétique sauvage ISATGR27818
(AAKK) (A. duranensis (AA) x A. batizocoi(KK))*. Des études ont décrit un appariement
lors de la méiose entre les génomes K de I’espéce sauvage et B de ’espéce cultivée. Les
résultats de I’analyse des profils de ségrégation révelent que 11 % des marqueurs ont une
ségrégation qui ne peut étre expliquée par un modele d’hérédité disomique. Les tests Khi-2
réalisés sur les données de ségrégation de ces marqueurs dévient significativement du rapport
de ségrégation mendélien 1:2:1. La carte génétique construite montre que ces marqueurs se
regroupent en cluster sur les groupes de liaisons (GLs) et indiquent qu’il existe des
appariements entre chromosomes homologues (disomie) d’une part, et des appariements entre
chromosomes homéologues (polysomie) d’autre part. Cette carte génétique comporte 357
locus répartis sur 20 GLs couvrant une distance totale de 1728 cM et une densité moyenne de
5.1 cM entre 2 locus adjacents. Sur les dix paires de GLs homéologues identifiés, une paire
est constituée de locus hérités suivant un modele polysomique, 6 sont constituées de locus
hérités suivant un modéle disomique et les 3 restantes suivant un modéle mixte avec des locus
a ségrégation disomiques et des locus a ségrégation polysomiques regroupés sur le méme GL.
Nos résultats suggérent que les événements de recombinaison entre chromosomes
homéologues ont eu lieu entre les génomes A et K chez I’amphidiploide synthétique, mettant
ainsi en lumiére un mode d’hérédité mixte trés peu connu chez 1’arachide tétraploide. La
découverte de ce patron d’hérédité ouvre de nouvelles perspectives d’utilisation des especes
sauvages pour I’amélioration variétale de ’arachide cultivée.

Mots clés : Arachide cultivé, sauvage, Méiose, Disomie, Polysomie, Amélioration variétale.
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2.2.Introduction

Deux types majeurs de polyploides ont été définis sur la base de critéres génétiques et
cytogénétiques: les autopolyploides et les allopolyploides, chacun ayant une origine génétique
différente et montrant un comportement méiotique distinct (Xu et al., 2015). Les
autopolyploides possedent plusieurs copies du méme génome alors que les allopolyploides
possedent plusieurs génomes différents (Leitch & Leitch, 2008; Soltis et al., 2014). Les
chromosomes d’un méme génome sont homologues et sont considérés «homéologues» aux
chromosomes d’un autre génome (Sybenga, 1975, 1996). Au cours de la méiose des
autopolyploidies, chaque chromosome s’apparie de manicre aléatoire et a fréquence égale a
un autre chromosome (Muller, 1914), conduisant a une hérédité de type polysomique.
Contrairement aux autopolyploides, la diploidisation cytologique des allopolyploides induit
un assortiment non aléatoire des chromosomes lors de la méiose, ou les appariements sont
exclusivement formés entre chromosomes d’un méme génome conduisant a une hérédité de
type disomique, comparable au comportement cytogénétique des diploides (Cifuentes et al.,
2010; Gaeta & Chris Pires, 2010). Cependant, en plus de ces deux extrémes, un mode
d’hérédité «segmentaire» (Stebbins, 1947) ou intermédiaire, en raison de la présence
d’appariements entre lots de chromosomes homologues et aussi entre lots de chromosomes
homéologues, a également été décrit (Stebbins, 1947; Sybenga, 1996; Stift et al., 2008; Jeridi
etal., 2012).

L’arachide cultivée, Arachis hypogaea L., est une plante autogame, allotétraploide (2n = 4x =
40), aux génomes homéologues A et B (Husted, 1936; Smartt et al., 1978). Elle est issue d'un
événement d'hybridation entre deux espéces diploides suivi d'un doublement spontané du
stock chromosomique (Seijo et al., 2004, 2007; Bertioli et al., 2016). Cette origine
monophylétique a eu pour conséquence une réduction de la diversité génétique du cultigéne
(Simpson, 2001; Favero et al., 2006; Foncéka et al., 2009). En revanche, les especes sauvages
diploides, génétiquement apparentées a 1’arachide cultivée, ont maintenu une forte diversité
génétique et constituent une source importante pour 1’¢largissement de la base génétique du
cultigene (Foncéka et al., 2009; Rami et al., 2014). En raison de la différence de ploidie entre
les especes sauvages (diploide) et I'espéce cultivée (tétraploide), des amphidiploides ont été
synthétisés a partir de croisements entre espéces diploides de génome A, B et K (Simpson,
1991; Mallikarjuna et al., 2011b) pour contourner la barriére reproductive.

Cependant, cette voie d’amélioration génétique souléve de nouvelles questions fondamentales
sur le comportement méiotique des chromosomes chez 1’amphidiploide synthétique, son
impact sur le mode d’hérédité dans des croisements interspécifiques, et les changements
génetiques possibles dans les descendances. Les instabilités chromosomiques lors de la
méiose sont communs et fréquentes chez des hybrides interspécifiques et chez les polyploides
de synthese (Gaeta et al., 2007; Lyrene, 2016). En outre, une recombinaison entre génomes
homeéologues a été observée durant la méiose de néopolyploides (polyploides nouvellement
formés) (Ramsey & Schemske, 2002; Soltis et al., 2010). Par contre, ces évenements sont
rarement observés chez les allopolyploides stabilisés ou anciens (Salmon et al., 2010;
Ainouche & Wendel, 2014).

Sur la base du comportement méiotique classique des allotétraploides et d’observations
cytogenétiques, plusieurs études de cartographie génétique ont été conduites chez I'arachide
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en considérant une hérédité de type disomique (Burow et al., 2001; Varshney et al., 2008;
Hong et al., 2008, 2010; Foncéka et al., 2009; Qin et al., 2011; Shirasawa et al., 2013; Zhou
et al., 2014). Cependant, une étude récente menée par Leal-Bertioli et al., (2015) a mis en
évidence la présence de données manquantes inattendues a partir de ’analyse de la
ségrégation de marqueurs SNP sur des lignées recombinantes issues d'un croisement entre 1’
arachide cultivée et un allotétraploide synthétique. Les auteurs ont lié ces données
manguantes a 1’occurrence d’événements de recombinaison tétrasomique. Les recombinaisons
génetiques entre génomes homéologues sont trés peu connues chez l'arachide et le mode
d’hérédité reste encore mal compris. Or, la compréhension de ces facteurs est importante pour
le développement de stratégies de sélection appropriées. De plus, les impacts de I’hérédité
non-disomique, telles que la distorsion de ségrégation et la double réduction sur la structure
génomique, n'ont pas encore fait 1’objet d’études chez ’arachide.

Dans ce chapitre, nous avons étudié le comportement méiotique des chromosomes chez
I’arachide a partir d’une analyse fine de la ségrégation de 380 marqueurs microsatellites sur
une descendance F> de 90 individus issue du croisement entre Arachis hypogaea var. Fleurll
et ’amphidiploide sauvage ISATGR278-18 ((Arachis duranensis x Arachis batizocoi)*).
Pour étudier en profondeur le mode d’hérédité a I'échelle du génome, nous avons analysé les
événements de recombinaison entre chromosomes homologues et homéologues et les avons
positionnés sur une carte de liaison génétique. Nous rapportons dans cette étude un mode
d’hérédité¢ mixte, disomique et polysomique chez 1’arachide tétraploide. Nous avons observé
et démontré que cette herédité mixte est étroitement associée a la distorsion de ségrégation et
a la substitution complete de chromosomes homéologues chez certains descendants. Nos
résultats suggerent que les événements de recombinaison entre génomes homéologues ont eu
lieu chez I’amphidiploide sauvage. Les implications de ces résultats pour I’amélioration
variétale sont discutées.
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2.3.Materiel et méthodes
2.3.1. Matériel végétal et développement de population

Le mode d’hérédité a été étudié a partir d’une descendance F» de 90 individus issue du
croisement entre Arachis hypogaea (L.) var. Fleurl1 et 1’allotétraploide synthétique ISATGR
278-18 ((Arachis duranensis x Arachis batizocoi)*). Le parent cultivé Fleurl11 est une variété
Spanish, a port érigée qui est largement cultivée en Afrique de I'Ouest. Le parent sauvage
ISATGR 278-18 a été développé par I'ICRISAT-Inde (Mallikarjuna et al., 2011b) et
gracieusement fourni au programme de sélection arachide de I'ISRA au Sénégal. Cet
allotétraploide synthétique de génome AAKK combine les génomes des especes sauvages A.
duranensis (AA) (ICG 8138; 2n = 2x = 20), ancétre diploide sauvage du genome A de
I’espéce cultivée, et A. batizocoi (KK) (ICG 13160; 2n = 2x = 20), génome décrit comme
proche du génome B de I’espéce cultivée et compatible a celui-ci lors de la méiose (Burow et
al., 2001; Mallikarjuna et al., 2011b; Leal-Bertioli et al., 2014).

Une configuration normale des chromosomes (20 bivalents lors de la méiose) a été rapportée
chez 1’amphidiploide ISATGR 278-18 (Mallikarjuna et al., 2011b). Cependant, plusieurs
cycles d'autofécondation ont été réalisés au CERAAS avant d’effectuer les croisements avec
Fleurll. Cinq plantes du parent sauvage ISATGR 278-18 utilisé comme male ont été croisées
a 5 plantes de la variété Fleurll utilisée comme parent femelle. Les plantes F; ont été
différenciées des plantes issues de l'auto-pollinisation de Fleurll par des caracteres
morphologiques discriminants (feuilles vert foncé et port végeétatif prostré). Les hybrides F1
obtenus ont été autofécondés pour générer une population F> de 94 individus. Tous les
croisements ont été effectués dans des pots en plastique en serre au CERAAS entre 2011 et
2013.

2.3.2. Extraction de PADN

L’ADN génomique des 2 parents et de 90 descendants F. a été extrait a partir des échantillons
de jeunes feuilles, suivant un protocole MATAB (Mixed AlkylTrimethyl Ammonium
Bromide) tel que décrit par Foncéka et al., (2009) et modifiée dans cette étude par séchage
des feuilles avant extraction. Ci-aprés une description rapide du protocole utilisé ; 14 jours
apres semis, les jeunes feuilles ont été collectées individuellement et séchés dans une étuve a
40 °C pendant deux jours. Environ 20 mg de feuilles séches ont été broyés dans un mixeur et
dissouts dans 750 pL de tampon MATAB a 65°C. Les échantillons ont été incubés pendant 20
minutes & 65°C et refroidis pendant 5 min a température ambiante. Un volume de 750uL de
chloroforme / isoamyl 24:1 a été ajouté dans chaque échantillon avant centrifugation a 13000
g pendant 20 min pour 1’élimination des protéines. Le surnageant a été recueilli et 'ADN a été
précipité par ajout d’un volume de 600 uL d’isopropanol froid. Apres centrifugation a 13.000
g pendant 20 min, les culots d’ADN ont été lavés avec 500 pL d'éthanol a 70%, séchés a I’air,
dissouts et stockés dans 500 pl de tampon TE (Tris-EDTA, pH = 8) 1X. L’ADN extrait a été
quantifié sur gel d’agarose a 0,8 % par comparaison aux bandes de concentrations connues du
marqueur de taille « Ladder ». Des dilutions a une concentration finale de 5ng/ul ont été
réalisées avant I’amplification par PCR.
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2.3.3. Etudes du polymorphisme des marqueurs moléculaires

Une analyse du polymorphisme de 602 marqueurs microsatellites disponibles a été effectuée
sur un panel de génotypes cultivés et sauvages. Cette analyse a consisté a vérifier pour chaque
marqueur, I’existence d’une variabilité allélique entre le génotype du parent cultivé Fleur 11
et les génotypes sauvage A. duranensis et TXAG-6 ((A. cardenasii x A. diogoi) x A
batizocoi)*). Ces génotypes sauvages de génome respectif AA et AAKK étaient susceptibles
de renseigner sur le génotype du parent sauvage. Nous avons ensuite assigné les alléles des
marqueurs identifiés polymorphes a leur génome d’appartenance A ou K par comparaison aux
all¢les des génomes d’A. duranensis et de TXAG-6.

2.3.4.  Génotypage de la population F2 aux marqueurs polymorphes identifiés

Les parents et les descendants F2 ont été génotypés a I’aide des marqueurs polymorphes. La
PCR a été réalisée dans des plaques a 96 puits dans un volume réactionnel total de 10 pl
constitué de 5 pl de 5 ng / pl de matrice d'ADN et 5 pl d'un mélange de 0,1 uM de chaque
amorce SSR, 0,2 mM de chaque dNTP, 1X de tampon PCR, 2,5 mM de MgClI2, 0,1 U/ul de
Taq polymérase et 0,1 mM de I’IR700 ou IR800 (MWG, Allemagne) pour la détection de la
fluorescence des amplicons SSR (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Un programme
de polymérisation en chaine de type « Touchdown » a été utilisé pour amplifier les fragments
d’ADN des individus a I’aide des thermocycleurs (gradient ep Eppendorf Mastercycler). Les
produits d’amplification ont été multiplexés par taille (2 marqueurs de taille différente) et par
fluorochrome (IRDye 700 et IRDye 800), séparés et révélés par électrophorése sous un
voltage constant de 95 W pendant 1-2 h dans un gel de polyacrylamide 6,5 % grace a un
séquenceur LICOR 4300 (LI-COR 4300 DNA Analyzer, Lincoln, USA).

2.3.5.  Analyse des profils de ségrégations des marqueurs moléculaires

Les images des gels d’électrophorése ont été traitées et annotées avec le logiciel XnView
2.13. Une analyse visuelle des profils de ségregation a été faite et I’encodage des alléles en
ségregation a éte effectué manuellement a I’aide de I’application Jelly 2.017b (Rami, non
publié). Pour un marqueur a ségrégation codominante dans la descendance F», les individus de
génotype homozygote pour les alléles du parent cultivé ont été notés « a », ceux homozygotes
pour les alléles du parent sauvage « b » et les individus hétérozygotes « h ». Pour un marqueur
dominant, les deux génotypes non discernable "h" et "a" ont eté notés «d» et les deux
génotypes non discernable "h" et "b" ont été notées "c". Pour chaque marqueur SSR, l'origine
génomique (A ou K) de I’all¢le sauvage a été inférée par comparaison aux alleles des especes
diploides sauvages. L'origine génomique de 1’all¢le cultivé a été déduite a partir de 'analyse
de sa co-ségrégation avec 1’allele sauvage homologue dans la descendance F2. Les lettres <A>
ou <B> ont été rajoutées au nom des locus pour renseigner leur origine génomique. Les
données manquantes ont éte notées "x" et les bandes nulles inattendues ont été notées "N".

2.3.6. Analyse de la méiose

L’analyse du comportement méiotique des chromosomes a été effectuée suivant chacun des
deux modes d’hérédité disomique et polysomique. En outre, sur la base des profils de
ségrégation de chaque marqueur, nous avons analysé le génotype de chaque descendant F; et
déduit la constitution allélique du gamete produit par I'nybride F1 suivant chacun des 2 modes
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d’hérédité. Pour les besoins de présentation du modele d’analyse de la méiose, le génome du
parent cultivé a été noté «A1A1BB>» et celui du parent sauvage "A2A;KK". Les chromosomes
"Ar" et "Ax" et "B" et "K" sont homologues, alors que les chromosomes "A:" et "B", "A1" et
"K', A" et "B et "Ag", et "K" sont homéologues.

Lorsque la recombinaison a lieu uniquement entre génomes homologues (hérédité disomique),
pour une paire d’amorces SSR qui amplifie un seul locus pour un génome donné (A1/A2 ou
B/K), deux bandes en ségrégation sont observées et le ratio de ségrégation mendélien attendu
dans la descendance F> est 1A1A1: 2A1A2: 1A2A2 ou 1BB: 2BK: 1KK. Pour une paire
d’amorces qui amplifie simultanément un locus sur chacun des génomes homéologues des
deux parents (Ai/A2 et B/K), 4 bandes en ségrégation sont attendues. Les 9 phénotypes
observés et le ratio de ségrégation attendus dans la descendance F» est indiquée au Tableau 3.
Dans ce cas d’hérédité disomique, les parents cultivée et sauvage produisent chacun un type
de gameéte (A1B et A2K, respectivement) et leur hybride F1 (A1A2BK) produirait 4 types de
gameétes (A1B, AiK, A2B et A2K).

Lorsque la recombinaison a lieu entre génomes homéologues (hérédité polysomique), pour
une paire d’amorces SSR qui amplifie un seul locus a un génome donné (Ai/Az ou B/K), un
génotype «nul» (absence de bande) peut étre observé dans la descendance F2 en plus des 3
génotypes attendus pour 1’hérédité disomique. Pour une paire d’amorces SSR qui amplifie
simultanément un locus sur chacun des géenomes homéologues des 2 parents (Ai/Az et B/K),
11 phénotypes sont attendus (Tableau 3). Le ratio de ségrégation dans la descendance F
dépend de la constitution génomique des hybrides F1. Pour une F1 ayant une constitution
génomique normale (sans recombinaison homéologue durant la méiose parentale), le rapport
de ségrégation attendu dans la descendance F est indiqué au Tableau 3. Il est difficile
d'estimer les fréquences génotypiques dans la descendance F» issue d’un hybride F1 de
constitution "aberrante™ (résultant des événements de recombinaison homeéologues durant la
méiose parentale). En revanche, en contraste totale avec une méiose disomique, deux
phénotypes spécifiques, A1A> et BK, sont observés lors d’une méiose polysomique. Dans
cette étude, nous utilisons la terminologie "homéologue-recombinant™ pour les génotypes
ayant ces phénotypes particuliers et spécifiques a 1’hérédité polysomique.

Tableau 3. Phénotypes et génotypes attendus sous une hérédité polysomique et

disomique pour une paire d’amorce SSR qui marque les génomes homéologues des 2 parents.
2L es fréquences attendues dans une population F, de 90 individus sont indiquées entre parenthése.

Hérédité polysomique Hérédité disomique

Phénotypes Génotypes Fréquence Phénotypes Génotypes Fréquence
1 AB AABB 1/36 (25)a AB AABB 1/16 (5,6)
2 A;BK A;ABK; A;BBK; A;BKK 6/36 (15) ABK A;ABK 2/16 (11,3)
3 AAB AABB; A /A AB; AJAAB  6/36 (15) AAB A;A,BB 2/16 (11,3)
4 AABK AA,BK 6/36 (15) AABK  AABK 4/16 (22,5)
5 AAK AAKK; AL AAK; AJAAK 6/36 (15) AAK A AKK 2/16 (11,3)
6 A,BK A,ABK; A,BBK; A,BKK  6/36 (15) A,BK AA,BK 2/16 (11,3)
7 AK AA KK 1/36 (2,5) AK A A KK 1/16 (5,6)
8 A,B A,A,BB 1/36 (2,5) A,B A,A,BB 1/16 (5,6)
9 AK A,AKK 1/36 (2,5) AK A,AKK 1/16 (5,6)
10 AA, AAAA, 1/36 (2,5) / / /
11 BK BBKK 1/36 (2,5) / / /
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2.3.7. Analyse du nombre d’alleles au sein des génotypes homéologue-
recombinants

Le nombre de copies de chaque alléle chez des descendants homéologue-recombinants a été
analysé par dosage allélique. Les intensités de bandes alléliques ont été déterminées sur les
profils d'électrophorese en utilisant le logiciel ImageJ 1,46 (Ferreira & Rasband, 2012). Le
rapport d’intensité entre les bandes a ensuite été comparé aux rapports entre alléles dans des
configurations hypothétiques attendues. Par exemple, pour un descendant homéologue-
recombinant au phénotype Ai1A: sur le gel, les rapports alléliques correspondant aux 3
génotypes attendus sont: 3:1 (A1A1A1A2), 1:1 (A1A1A2A?) et 1:3 (A1A2A2A>). Le génotype a
ensuite été déterminé sur la base du rapport allélique estimée. Les descendants F» dotés des
quatre alléles différents (i.e, A1A2BK) ont été utilisés comme référence pour la détermination
des doses alléliques, car ceux-ci ont des alleles a copie unique.

2.3.8.  Analyse statistique de la ségrégation

La ségrégation des locus a été analysée et comparée au ratio de ségrégation attendu sous
I'hypotheése d’une hérédité mendélienne disomique en utilisant le test chi carré au logiciel
“Calculation for the chi-square test” "(Preacher, 2001). Les proportions des génotypes
attendus pour un locus marqueur dans une population F2 sont : (i) ¥4 «a» (homozygotes parent
cultivé) (ii) ¥ «b» (homozygotes parent sauvage) et (iii) %2 « h » (hétérozygotes). Les données
génotypiques nulles inattendues (« N ») ont été substituées en données manquantes (« X ») et
par conséquent n’ont pas été pris en compte dans le test statistique. Les loci marqueurs ayant
dévié significativement (P <0,05) du rapport théorique attendu ont été considérés distordus et
ont été indiqués par des astérisques sur la carte génétique.

2.3.9. Cartographie génétique des échanges entre chromosomes homologues
et homéologues

Une carte génétiqgue a été construite pour localiser et étudier les évenements de
recombinaisons entre chromosomes homologues et homéologues. La construction de la carte
a été réalisée a 1’aide du logiciel MapDisto (Lorieux, 2012) en utilisant uniquement les locus
co-dominants. La carte génétique a été construite en plusieurs étapes successives en raison du
mélange dans le jeu de données de locus codominants qui héritent de maniere disomique ou
polysomique, combiné dans certains cas a de la distorsion de ségrégation. Dans un premier
temps, les marqueurs distordus (P <0,05) et ceux aux données nulles inattendues ont été
exclus de I’analyse. Les locus non distordus ont été regroupés en groupes de liaisons (GL) en
utilisant un LOD score supérieur ou égale a 3, une fréquence de recombinaison maximum r de
0,3 et la fonction de cartographie de Kosambi (Kosambi, 1943). L'ordre des marqueurs au
sein de chaque GL a été déterminé en utilisant les commandes «order» et «ripple». Dans un
second temps, les locus distordus et ceux aux données nulles inattendues ont été
progressivement additionnés aux GL préétablis lorsque leur position n'affectait pas I'ordre des
marqueurs préetabli. Enfin, la position des locus aux données nulles inattendues a été ajustée
de facon itérative et les locus mal cartographiés ont été éliminés. La colinéarité et la synténie
entre génome homéologues a été analysée sur la base des locus homéologues cartographiés.
La représentation graphique de la carte génétique a été faite au logiciel SpiderMap (Rami, non
publié) et celle des génotypes des descendants F2 avec le logiciel GGT (Berloo, 2008).
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2.4. Résultats

2.4.1. Polymorphisme des marqueurs et ségrégation des alléles parentaux

dans la descendance F2

Sur un total de 602 marqueurs SSR testés, 447 ont détecté un polymorphisme entre génomes
parentaux soit un taux de polymorphisme de 74%. En prenant en compte le nombre de locus
polymorphes entre génomes homologues, un total de 431 (71,6%) locus sont polymorphes
entre génomes homologues A sauvage et cultivé (Ay et Az) et 465 (77,2%) entre génomes
homologues B cultivé et K sauvage. Un sous ensemble de 380 marqueurs polymorphes a
profil d’amplification claire a été utilisé pour le génotypage de la descendance F,. Ces
marqueurs ont permis de générer 562 locus, dont 378 (67%) ségrégant de maniere
codominante et 184 (33%) de maniére dominante. La ségrégation dite dominante a un locus
est celle ou I’allele d’un parent est absent et donc invisible chez les individus hétérozygotes.
La proportion d’alleles absents est plus importante chez le parent sauvage (69%) que chez le
parent cultivé (31 %). Par ailleurs, la proportion des locus dominants au génome A (38%) est
plus faible que celle au génome B/K (62%). En F», la dominance des locus SSR génere une
ségrégation de type Y4, % a la différence de la ségrégation Y4, %2, ¥4 attendue pour des locus co-
dominants. La ségrégation dite co-dominante a un locus est celle ou les 2 alléles parentaux
sont visibles chez les individus hétérozygotes. Sur I’ensemble des 378 loci codominants, 194
(51%) et 184 (49%) appartiennent aux génomes A et B/K respectivement.

L’efficacité d’une paire d’amorce a marquer les différents génomes parentaux a été analysee.
Cette analyse a permis de regrouper les marqueurs en dix classes en fonction de leur
efficience a révéler les modes d’hérédité disomique et polysomique (Tableau 4). Les paires
d’amorces de la classe 1 sont apparues comme les plus informatives car ils marquent
simultanément les génomes homéologues des deux parents, ce qui permet l'identification des
génotypes attendus dans la descendance F2 pour chacun des deux modes d’hérédité. Ils ont été
choisis dans notre étude pour illustrer les différents modes d'hérédité observés.

Tableau 4. Ségrégation des alléles parentaux et informativité des marqueurs
polymorphes a distinguer les modes d’hérédité dans la descendance Fa.

Les génotypes des descendants ont été encodés «a», «b» et «h» pour les locus codominants et "b" et
"d" (ou "a" et "'c") pour des locus dominants. «*» indique les alleles homologues de taille identique sur
le gel (monomorphisme). «®» indique que I'alléle dominant est issu du parent cultivé ou sauvage

Classe Parent cultivé Parent sauvage Fréquence Ségregation Informativité
relative Génome A Génome B/K polysomie vs. Disomie

1 AABB AA, KK 25.10% <abh> < abh> Completement
2 A;ABB AA KK 1.40% <abh> none? Hautement

3 A;A;BB A A, KK 11.30% none® <abh> Hautement

4 AA-- AA, KK 7.90% <abh> <ac> Moyennement
5 A;A,BB -- KK 3.40% <bd> <abh> Moyennement
6 AA-- AAr-- 18.10% <abh> Partiellement
7 --BB -- KK 10.50% <abh> Partiellement
g° AA - 2.00% <bd> Faiblement

qP -- KK 5.10% <ac> Faiblement

10 Duplication 15.30% Faiblement

44



2.4.2. Héredité des marqueurs SSR dans la descendance F:

L'analyse de la segrégation des alléles parentaux dans la descendance a permis de revéler le
mode d’hérédité des 380 marqueurs SSR. Un total de 338 (88,9%) marqueurs sont hérités de
maniere disomique. Deux exemples de ce mode disomique sont présentés a la Figure 11 pour
les marqueurs Seq8D09 et AC3CO02. Ces paires d'amorces ont marqué simultanément les
génomes homéologues des deux parents et amplifient 4 bandes en ségrégation dans la
descendance. Chaque bande a été affectée a un sous-génome ("A:", "B", "Ax" et "K"). Les
bandes homologues aux génomes A ("A1" et "A2") et B/K ("B" et "K") sont héritées sous
forme de deux locus codominants indépendants dans la descendance F2, A1A2 a un locus et
BK a l'autre (Figure 11). Les phénotypes observés sont conformes a ceux attendus sous
I’hypothese d’une hérédité disomique.

Cependant, 42 (11,1%) marqueurs SSR ont révélé plusieurs phénotypes F» inattendus et
inexplicables suivant le mode d’hérédité disomique. En effet, les bandes correspondant a un
génome homologue sont absentes chez certains descendants alors que la paire d'amorce
marque simultanément les deux génomes homéologues chez les parents. Deux exemples de
ces phénotypes F. particuliers sont présentés a la Figure 11 pour les marqueurs IPAHM108 et
Ah3TC39B04. Ces marqueurs ont révélé 4 bandes en ségrégation dans la descendance Fa.
Cependant, les bandes homologues des génomes A ("A+" et "Ax") sont absentes chez plusieurs
descendants F», alors que les bandes homologues des génomes B et K sont observées. La
présence des bandes correspondantes aux génomes B et K excluent I'hypothéese des données
manquantes. Ces descendants F> sont indiqués par des fleches rouges sur la Figure 11.
Réciproquement, au marqueur Ah3TC39B04, les bandes homologues aux génomes B et K
sont absentes, alors que celles des génomes A sont observées chez un descendant F» (indiquée
par une fleche verte a la Figure 11). Ces phénotypes A:1A> et BK sont inattendus dans
I’hypothése d’une hérédité disomique. Elles correspondent plus aux phénotypes attendus dans
I’hypothése d’une hérédité polysomique (Tableau 3). Ces génotypes F-» ne peuvent se former
que lorsque des alleles homologues se retrouvent dans un méme gameéte lors de la méiose des
parents et / ou celle des hybrides F.

Par ailleurs, la valeur de l'intensité des bandes correspondant aux alleles "K" et "B" varie
considérablement entre phénotypes BK pour les marqueurs qui sont hérités de maniere
polysomique, ce qui suggére des différences dans le dosage allélique. Par exemple, chez
certains phénotypes BK, les bandes les plus intenses («K») représentent 2 & 3 doses,
comparativement aux bandes les moins intenses («B»). Le rapport d'intensité allélique K/B
varie de 1 a 3, ce qui indique que le génotype F2 des phénotypes BK est soit BBKK (1:1) ou
BKKK (1: 3). Le géenotype BKKK est inattendu dans la descendance F» issue d’hybrides F1 au
génotype A:ABK (Tableau 3). La présence des génotypes BKKK suggere que la
recombinaison entre chromosomes homéologues a eu lieu lors de la méiose des parents, en
particulier lors de celle de I’amphidiploide sauvage.

De plus, pour 3 marqueurs a hérédité polysomique tels que RN13DO04, un seul alléle a été
observé chez un descendant F, alors que 2 alléles étaient présents chez chacun des deux
parents avec jusqu'a 4 alléles ségrégeant dans la descendance (image non présentée).
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Figure 11. Images du profil de ségrégation de 4 marqueurs dans la descendance Fo.

Le parent cultivé et le parent sauvage occupent les «pistes» de migration 1 et 2,
respectivement. Les descendants F> sont répartis de la piste 3 a la derniére. Chaque paire
d'amorces amplifie 2 bandes chez chacun des 2 parents. Chaque bande a été attribuée a un
allele génomique telle qu’indiquée par des fleches sur la gauche de [’image. Pour les
marqueurs Seq8D09 et AC3C02, les bandes homologues sont hérités sous forme de 2 locus
codominants indépendants dans la descendance F», a savoir A1A2 a un locus et BK a l'autre,
comme attendu suivant I'hérédité disomique. Aux marqueurs IPAHM108 et Ah3TC39B04, les
bandes homologues du génome A (“Ar” and “A2") sont absentes alors que les bandes
homologues au génome B/K sont systématiquement observées chez 4 et 6 descendants (fleches
rouges). Réciproquement, les bandes homologues au génome B/K sont absentes chez un
descendant, alors que les bandes “A1” and “A2” sont observées (fleche verte). Les fleches
rouges et vertes indiquent respectivement les phénotypes BK et A1A; dans la descendance Fa.

2.4.3. Analyse de la distorsion de ségrégation

L’analyse de la distorsion de ségrégation des marqueurs dans la descendance F> a montré que
sur les 338 locus disomiques, 279 (83%) ont un ratio ségrégation mendélien 1:2:1 attendu et
57 (16%) sont significativement distordus au seuil de 5%. Le nombre de locus distordus pour
les génomes B/K (40) a été 2 fois plus important que pour les génomes A (17) (Tableau 5).
Sur les 17 locus distordus au génome A, 14 sont distordus en faveur du génotype cultivé, alors
quun et deux locus sont distordus en faveur des génotypes sauvage et hétérozygote
respectivement. Par contre, sur les 40 locus distordus pour les génomes B/K, 26 et 14 sont
distordus en faveur des génotypes sauvages et hétérozygotes respectivement. Ces résultats
révelent des différences de distorsion de ségrégation entre génomes.
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Par ailleurs, tous les 42 marqueurs codominants hérités de maniére polysomique sont
significativement distordus au ratio de ségrégation mendélien 1:2:1. Nous n’avons pas pu
tester la segrégation de ces locus au ratio de ségrégation attendue pour une méiose
polysomique en raison du manque d’information sur la constitution génomique des hybrides
Fi.

Tableau 5. Ségrégation des locus dans la descendance Fo.

2L e nombre de locus distordus est indiqué entre parenthese.

Types de ségrégation Modes d’hérédité Total
Disomie Polysomie
Genome A Genome B/K-
Codominant 167 (17) 169 (40) 42 (42) 378
Dominant 70 (8) 114 (27)

2.4.4.  Construction de la carte génétique et analyse de liaisons génétiques

Dans cette étude, la carte génétique a été développée pour localiser et étudier les évenements
de recombinaisons entre génomes homologues et/ou homéologues. Elle a été construite
progressivement en raison de la présence dans les données de locus codominants a hérédité
disomique ou polysomique, combinée dans certains cas a de la distorsion de ségrégation. A la
premiére étape, la carte construite sans les loci distordus et polysomiques comprenait 270
locus répartis sur 16 GL et 34 locus non liées. A la seconde étape, les locus distordus ont éte
intégrés sur la carte en utilisant les valeurs de LOD score compris entre 4 et 7. Ceci a permis
I'addition de deux nouveaux GL (B2 et B9) constitués principalement de locus distordus
(Figure 12). A cette étape, la carte comprenait 304 locus regroupés sur 18 GL. A la troisieme
étape, lorsque les locus polysomiques ont été intégrés, deux nouveaux GL (A4 et B4) ont été
constitués et deux GL initialement distincts (A3 et B3) se sont liés. Ces 2 GL liés ont été
dissociées en supprimant 3 locus polysomiques (Seql6F01, Ah3TC31H02 et Seq2H11). A
cette étape, la carte génétique comprenait 20 GL, et 12 locus demeuraient non liés. L’ordre
des locus sur chaque GL a ensuite été analysé. Enfin, la carte génétique finale estimée
comportait 357 locus codominants répartis sur 20 GL, couvrant une distance génétique totale
de 1728 cM, avec un intervalle moyen de 5,1 cM entre deux marqueurs adjacents.

Nous avons analysé la répartition des locus entre les génomes A et B/K. Pour le génome A,
179 locus ont été cartographiés sur 10 GL avec un nombre moyen de 18 marqueurs par GL,
avec une variation de 10 pour le GL ayant le plus faible nombre de marqueur (GL A5) a 36
pour celui ayant le nombre le plus important (GL Al). La longueur de chaque GL variait de
28,0 (GLAb5) a 165,2 cM (GL Al), avec une moyenne de 104,3 cM. Pour le génome B/K, 178
locus ont été cartographiés sur 10 GL avec un nombre moyen de 18 marqueurs par GL avec
une variation de 13 pour le GL ayant le plus faible nombre de marqueur (GL B10) a 28 pour
celui ayant le nombre le plus important (GL B1). La longueur de chaque GL variait de 33,3
(GL B10) a 111,4 cM (GL B1), avec une moyenne de 68,5 cM (Tableau 6). L'intervalle
moyen entre 2 marqueurs adjacents était de 6,4 cM et 4,0 cM respectivement aux génomes A
et B/K.

Dix GL homéologues ont été clairement identifiés sur la base des locus commun aux genomes
A et B/K (Figure 12). Le nombre de marqueurs au sein de chaque paire de GL homéologue
variait de 3 a 16 (Figure 12). Une bonne colinéarité a été observée pour 7 paires de GL
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homéologues (A2/B2; A3/B3; A4/B4; A5/BS5; A7/B7; A8/B8 et A10/B10). A I’exception
d’une ou d’un faible nombre d’inversions de ’ordre des marqueurs sur 3 GL homéologues
(Al/B1, A6/B6 et A9/B9), une bonne synténie a été observée entre génomes homeologues A
et B/K (Figure 12).

A l'exception de 3 locus, tous les locus distordus (P <0,05) se regroupent en cluster le long
des GL. Seuls 17 locus distordus ont été cartographiées sur les GL du génome A, alors que 40
I’ont été sur les GL du génome B. Les locus distordus au génome A étaient biaisé€s en faveur
du génotype cultivé (GL A4, A7 et A9), alors que ceux distordus au génome B/K 1’ont été en
faveur du génotype sauvage (GL B2 et B9) ou hétérozygote (GL B3, B4, B6, B7 et B10)
(Figure 12). A quelques exceptions pres, nous avons constaté que la plupart des marqueurs
distordus se concentrent dans des régions ou ont eu lieu des échanges génomiques entre
chromosomes homéologues, témoignant ainsi du role de I’hérédité polysomique sur la
distorsion de ségrégation chez 1’arachide tétraploide.

Tableau 6. Caractéristiques de la carte génétique.

Groupes  Nombre de Distance Intervalle le Intervalle Recombinaisons homéologues
de liaisons locus génétique (cM) plus long (cM) moyen (cM)

Distance (cM)  Couverture (%)
Al 36 169,3 17,1 4,8
B1 28 111,4 10,7 4,1
A2 12 66,3 16,4 6
B2 22 80,6 12,6 38
A3 25 145,5 18,1 6,1 46,1 31,7
B3 20 67,4 8,9 3,5 21,4 31,7
Ad 13 95,4 19,4 8 95,4 100
B4 14 65,9 15,3 51 65,9 100
A5 10 27,9 12,6 31
B5 17 63,7 15,7 4
A6 24 111,3 16,8 4,8 9,5 8,5
B6 20 78,8 12,3 4,1 14,9 18,8
A7 18 112,8 17,8 6,6 19,4 17,2
B7 15 72,9 15,8 5,2 17,9 24,6
A8 14 140,3 30,2 10,8
B8 14 46,6 9,5 3,6
A9 12 87,9 25 8
B9 15 64 12 4,6
A10 15 86,5 135 6,2
B10 13 33,6 10,2 2,8

2.4.5. Distribution des locus disomiques et polysomiques sur la carte
génétique

L'une des caractéristiques les plus remarquables de la carte genétique est la distribution des
loci disomiques et polysomiques le long des GL. Sur les dix paires de GL homeologues, 6
sont composés de marqueurs qui sont hérités suivant un modeéle disomique et 3 suivant un
modeéle mixte avec des locus disomiques et polysomiques regroupés en cluster sur le méme
GL (Figure 12). Fort remarquablement, la paire de GL homéologue 4 est composée
exclusivement des marqueurs hérités de maniére polysomique. Le pourcentage de locus
polysomiques au sein des GL variait de 13,3% (GL 6) a 100% (GL 4) avec une moyenne de
39,9%.
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Figure 12. Carte génétique et distribution des marqueurs disomiques et polysomiques.
Les segments de couleur verte et rouge indiquent les GL dérivant du génome A, nommés de
Al a A10 et ceux au génome B nommé de B1 a B10, respectivement. Les GL ont été regroupés
en paires homéologues sur la base des locus homéologues cartographiés et reliés par des
lignes en pointillés bleus. Les distances génétiques (cM) en unités de Kosambi sont indiquées
sur la gauche et les noms de locus sur la droite de chaque GL. Les marqueurs a hérédité
polysomique et disomique sont indiqués par les polices de couleur rouge et noire,
respectivement. Les locus dupliqués sont identifiés par les chiffres 1 et 2 apres le suffixe A ou
B du nom du marqueur. Les locus distordus sont identifiés par des astérisques aprés le nom
du locus. Le nombre d'astérisques indique l'intensité de la distorsion de ségrégation (* P
<0,05, ** P <0,01 et *** P <0,001). Les symboles apres I'astérisque indiquent la direction de
la distorsion de segregation et les symboles<’>, <> et <”’> indiquent une distorsion en
faveur du génotype cultive, hétérozygote et sauvage, respectivement.
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2.4.6. Recombinaison et substitution entre les chromosomes homeéologues

La co-ségrégation des locus polysomiques a permis d’estimer les portions du génome
impliquées dans une recombinaison entre chromosomes homéologues. Ces portions du
génome variaient de 14,9 cM (GL 6) a 95,5 cM (GL 4), avec une moyenne de 43,7 cM
(Tableau 6). Notre étude a clairement montré que, pour certains descendants, les
chromosomes sont une mosaique de régions homologues et homéologues (Figure 13). La
position des sites ou ont eu lieu des recombinaisons entre chromosomes homeologues a été
analysée au GL 4, qui affiche un appariement total entre chromosomes homéologues. Sur les
17 régions pour lesquelles les échanges homéologues ont été observés, 10 régions du génome
K/B ont été substitués par une région correspondante au génome A et les sept autres ont
présenté une situation inverse (Figure 13). Le nombre de sites de recombinaison au sein des
GLs A4 et K/B4 variait de 1 a 3. En prenant en compte la distance physique couverte par les
GLs, une substitution compléte du chromosome homologue A par son correspondant

homéologue B ou K a été observée chez 3 génotypes F» (Figure 13).
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Figure 13. Génotype graphique de 90 descendants F2 au groupe de liaison A4 et B4.

Le nom des locus est indiqué sur la gauche. Chaque colonne représente un descendant F». Les
couleurs vertes et rouges indiquent respectivement les génomes A et B/K. La couleur verte
claire, verte et verte foncée indique respectivement les génotypes cultivés, hétérozygotes et
sauvages au génome A. La couleur rose, rouge et rouge foncée indiquent respectivement les
génotypes cultivés, hétérozygotes et sauvages aux génomes B/K.
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2.5. Discussion

Le mode d’hérédité chez 1’arachide a été étudié en analysant finement la ségrégation de 380
marqueurs moléculaires microsatellites dans une descendance interspécifique et en localisant
par cartographie génétique les événements d’appariements et d’échanges entre chromosomes
homologues et homeéologues. Nos résultats soutiennent fortement un mode d’hérédité mixte
disomique et polysomique chez I’arachide sur la base du croisement interspécifique entre une
variété¢ d'arachide cultivée et un allotétraploide synthétique. L’hérédité mixte est rarement
observée chez I'arachide tétraploide et n'a pas encore été signalée lorsque les génomes A, K et
B étaient impliqués.

25.1. Evidence d’une hérédité mixte disomique et polysomique des
marqueurs en ségrégation

Dans cette étude, nous avons montré qu'un grand nombre de marqueurs sont hérités de
maniére disomique et d’autres de manic¢re polysomique conduisant & un comportement
méiotique mixte assez complexe chez 1’arachide tétraploide.

L’analyse de la ségrégation de marqueurs moléculaires est considérée comme une méthode
efficace pour la détermination du mode d’hérédité chez des polyploides (Lerceteau-Kohler et
al., 2003). Elle a déja généré des conclusions intéressantes sur le comportement méiotique des
chromosomes chez plusieurs especes, telles que le cynodon (Guo et al., 2015), le mimulus
(Modliszewski & Willis, 2014), le chrysantheme (Klie et al., 2014), le kiwi (Wu et al., 2013),
les roses (Koning-Boucoiran et al., 2012), les ignames (Bousalem et al., 2006; Nemorin et al.,
2012), les citrus (Kamiri et al., 2011), le panic érigé (Okada et al., 2010), les brassicassés
(Stift et al., 2008), la tomate (Barone et al., 2002), le lotier corniculé (Fjellstrom et al., 2001),
la canne a sucre (Hoarau et al., 2001) et la luzerne (Diwan et al., 2000). Les méthodes
moléculaires utilisées pour distinguer la disomie de la polysomie sont généralement basées
sur le dosage allélique des produits PCR et/ou sur la comparaison du nombre de locus liés en
phase de couplage et de répulsion. Cependant, I'interprétation des marqueurs en ségrégation
est souvent tres complexe chez les polyploides et il est souvent impossible de déterminer les
doses alléliques chez certaines espéces a héredité polysomique (Esselink et al., 2004;
Landergott et al., 2006).

Dans notre étude, afin de surmonter partiellement la complexité de I’analyse des profils de
ségrégation, nous avons entrepris une approche d’interprétation directe des bandes SSR,
préalablement attribuées aux alléles génomiques des deux parents. En utilisant cette approche,
nous avons observé que certains marqueurs ségrégent suivant un mode d’hérédité disomique
conventionnel tel qu’observé chez l'arachide allotétraploide (Burow et al., 2001; Foncéka et
al., 2009; Shirasawa et al., 2013). En revanche, d'autres marqueurs ont présenté des géenotypes
F.> inattendus suivant ce mode disomique, mais qui correspondent a un mode d’hérédité
polysomique. La présence exclusive d’alléles homologues chez certains génotypes F> pour
des paires d’amorces qui marquent les génomes homéologues des deux parents indique que
les alléles homologues se sont retrouvés dans le méme gamete durant la méiose des parents
et/ou celle de la F1. Ce mode de ségrégation allélique est conforme a celle observé sous
I’hérédité polysomique. Nos résultats sont conformes a la récente étude publiée par Leal-
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Bertioli et al., (2015), qui a expliqué les données manquantes observées chez certains
génotypes par une «nullisomiex, résultant d’événements de recombinaison tétrasomique.

Dans certains cas, le mode de ségrégation des marqueurs étaient similaires a celui observée
dans le cas d'une double réduction. Nous avons observé une classe phénotypique avec un seul
allele chez un descendant F», alors que jusqu'a 4 alléles ségrégaient dans la population. La
double réduction se réfere au fait que, pour un locus spécifique, les alleles des chromatides
sceurs co-ségrégent dans le méme gamete durant la méiose. Il a été rapporté que le taux de
double reduction augmente vers les téloméres (Koning-Boucoiran et al., 2012; Bourke et al.,
2015). Dans notre étude, les trois locus ayant montré cette ségrégation particuliere sont situés
a l'extrémité des GL 3 (IPAHM103 et IPAHM282) et 7 (RN13D04). Cependant, étant donné
que les génotypes F1 a I’origine de la descendance F» sont inconnus, on ne peut pas exclure
que ce mode de ségrégation résulte de la fusion des gametes males et femelles ayant le méme
haplotype (a savoir par exemple KK x KK).

2.5.2. Cartographie des échanges génomiques entre génomes homeologues

La construction de la carte de liaison génétique nous a permis de localiser les régions ou les
échanges génomiques se sont produits entre génomes homéologues. Les GL impliqués dans
une recombinaison homéologue dans notre étude (3, 4, 6 et 7) correspondent a ceux décrits
dans les travaux de Leal-Bertioli et al., (2015). Toutefois, le pourcentage de marqueurs
impliqués dans la recombinaison homéologue est plus élevé dans notre étude que dans celle
de Leal-Bertioli et al., (2015) (11% versus 3%). De plus, nous avons observé une substitution
complete du chromosome A4 par son homéologue B/K4 chez trois descendants F.. Dans
I'étude de Leal-Bertioli et al., (2015), une substitution presque complete du chromosome B4
par le chromosome A4 a été observée chez le parent synthétique. La similitude des résultats
entre ces deux études utilisant différents allotétraploides synthétiques souleve des questions
sur les facteurs a I’origine de la recombinaison entre génomes homéologues.

L’affinité d’appariement entre chromosomes de différents génomes est sous I’influence de
I’homologie structurale (Mason et al., 2010, 2014; Mandéakova et al., 2014). Bertioli et al.,
(2016) ont rapporté une étroite similitude entre génomes A et B sur la base de la comparaison
des données de séquence d'espéces diploides sauvages, A. duranensis et A. ipaensis. En plus,
dans notre étude comme dans de nombreuses autres études de cartographie génétique chez
l'arachide (Burow et al., 2001; Foncéka et al., 2009; Shirasawa et al., 2013), une bonne
colinéarité a été observée entre les génomes homéologues A et B/K. Ces résultats sont en
faveur d'un appariement entre chromosome homéologues du fait d’une forte homologie de
structure entre génomes A et B/K.

Cependant, nous avons aussi observé quelques réarrangements chromosomiques entre GL
homeéologues qui présentaient une hérédite mixte. Ceci a été particulierement le cas de
I’inversion au GL 6, pour lequel Bertioli et al., (2016) ont également signalé une inversion
majeure. Ainsi, il y a probablement d'autres facteurs a 1’origine de l'appariement entre
génomes homéologues chez les especes polyploides. Ces facteurs peuvent étre génétiques
(Cifuentes et al., 2010; Gaeta & Chris Pires, 2010), similaires a ceux exercés par le locus Ph-1
chez le blé (Moore, 2014), le seigle (Lukaszewski & Kopecky, 2010) et les brassicassés
(Nicolas et al., 2009). Des études plus poussées seront nécessaires pour €lucider le controle
génétique des appariements entre génomes homéologues chez 1’arachide.
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Les resultats de cette étude suggerent, au moins dans un contexte interspécifique, que
I'appariement des chromosomes lors de la méiose chez I'arachide tétraploide est comparable a
celle d’une hérédité mixte ou segmentaire ou les appariements chromosomiques varient de
I'nérédité disomique stricte comme chez des diploides & une hérédité polysomique comme
chez des autopolyploides (Stebbins, 1947; Sybenga, 1996; Catalan et al., 2006; Xu et al.,
2015). De nombreuses plantes sont polyploides et certaines ont été clairement identifiés
comme plante a hérédité segmentaire telle que le chrysantheme (Klie et al., 2014), le bananier
tétraploide (Jeridi et al., 2012) et le fraisier (Lerceteau-Kohler et al., 2003). Nos résultats
soulévent également la question de I’appariement des chromosomes homéologues au sein des
croisements impliquant exclusivement des variétés d'arachide cultivée. Jusqu'a présent, les
échanges inter-génomiques n’ont jamais été rapportés en utilisant des approches de
cartographie génétique chez l'arachide cultivée. Récemment, grace a la comparaison des
séquences diploides et tétraploides, des échanges génomiques entre génomes A et B ont été
rapportés (Bertioli et al., 2016). Cependant, les connaissances que nous avons ne permettent
pas encore de déterminer si ces échanges résultent des événements de recombinaison anciens
ayant eu lieu a la formation de I'arachide cultivée en raison du choc génomique associé a la
premiére hybridation entre les génomes A et B, s’ils sont dus aux événements de
recombinaisons plus récents qui se produiraient toujours chez des variétés d'arachide.

2.5.3. La recombinaison entre génomes homéologues a lieu au cours de la
meéiose des parents

La reconstruction du génotype des homéologue-recombinants suggere que les appariements
entre chromosomes homéologues ont eu lieu chez le parent allotétraploide synthétique. En
effet, le génotype de certains homéologue-recombinants F» était soit BKKK ou BBKK. Si la
recombinaison homéologue s’était produite exclusivement au cours de la méiose des hybrides
F1 et non au cours de la méiose des parents, le génotype des homéologue-recombinants dans
la descendance F» auraient ét¢é A1A1A2A2 ou BBKK (Tableau 2-1). L’observation d’un
génotype de composition génomique BKKK a été considérée comme la résultante d’une
recombinaison entre chromosomes homéologues au cours de la méiose des parents, en
particulier celle de I’allotétraploide synthétique. En accord avec nos travaux, l'appariement
entre chromosomes homéologues chez certaines espéces a été observé lors de la méiose des
néopolyploides ou des polyploides de synthese (Ramsey & Schemske, 2002; Szadkowski et
al., 2010; Soltis et al., 2010).

2.5.4. Implications pour I'amélioration variétale

Le mode d’hérédité et les modes de recombinaison entre chromosomes sont des €¢léments clés
du transfert des genes entre espéces. Les connaissances du mode d'hérédité sont essentielles
non seulement parce qu'elles mettent en lumiére le comportement des chromosomes lors de la
méiose mais aussi parce qu’elles peuvent directement influencer les stratégies de création
variétale. Dans cette étude, les événements de recombinaison homéologues ont été détectés et
cartographiés dans certaines régions génomiques qui sont communes a celles rapportées par
Leal-Bertioli et al., 2015. On peut supposer que ces régions sont particuliérement sujettes aux
recombinaisons homéologues en particulier lorsqu’un allotétraploide synthétique est utilisé.
Les marqueurs SSR localisés dans ces régions spécifiques, en particulier ceux polymorphes
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sur les génomes homéologues des deux parents, se sont avérés tres efficaces pour révéler les
événements de recombinaison homéologues. Ainsi, ils peuvent étre utilisés pour détecter et
tracer ces événements chez des allotétraploides synthétiques avant hybridation, ainsi que chez
les hybrides qui en dérivent.

L’hérédité mixte peut avoir des effets indésirables tels que la déstabilisation du caryotype, la
formation de génotypes aberrants ou la réduction de la fertilité¢. Toutefois, ce mode d’hérédité
pourrait accélérer I'accumulation d'alleles rares favorables par recombinaison homéologue et
introgression assistée par marqueurs. La population interspécifique développée dans cette
étude est sans doute un matériel génétique idéal pour étudier les effets génétiques de
I’accumulation des all¢les homologues du fait des échanges inter-génomiques. En dépit des
résultats contradictoires sur 1I’espéce sauvage A. batizocoi, son potentiel (Leal-Bertioli et al,
2014) et son utilisation en sélection variétale a été couronnée de plusieurs succes (Burow et
al., 2014; Sukruth et al., 2015). Bien qu’une baisse de fertilité ait été observée chez certains
descendants, la population AB-QTL développée a partir de ce croisement présente une
variation phénotypique élevée pour de nombreux caracteres agronomiques importants, tels
que les composantes du rendement, la tolérance a la sécheresse et la résistance a la
cercosporiose (Nguepjop et al. en préparation). Nous émettons pour hypothese que la
variabilité génétiqgue augmente lorsque les chromosomes homéologues recombinent. La
composition en mosaique du génome des descendants et les substitutions de chromosomes
homéologues peuvent accélérer et générer de nouvelles combinaisons génétiques, ouvrant de
nouvelles perspectives pour I'amélioration variétale.

2.6.Conclusion

L’analyse fine de la ségrégation des marqueurs moléculaires microsatellites, 1'analyse
statistique et la cartographie génétique ont mis en évidence un mode d’hérédité mixte,
disomique et polysomique chez l'arachide allotétraploide a partir d’un croisement
interspécifique. L'hérédité mixte est associée a la distorsion de ségrégation et aux
substitutions entre chromosomes homéologues. Cette étude met en évidence un mode
d’hérédité polysomique, peu connu chez 1’arachide. La connaissance de ce nouveau patron

d’hérédité ouvre de nouvelles perspectives pour I’amélioration variétale chez 1’arachide.
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Chapitre 3: Cartographie comparative et construction d’'une carte

génétique consensus a partir de trois populations interspécifiques
chez I'arachide allotétraploide

Ce chapitre a fait I’objet d’un draft d’article rédigé en cours de soumission et d’un prix.

Draft d’article de journal :

Joél R Nguepjop, Hodo-Abalo Tossim, Joseph M. Bell, Jean-Francois Rami, Djibril Sane,
Daniel Fonceka. Consensus genetic map construction uncovers segmental duplication,
segregation distortion and recombination rate variation in interspecific allotetraploid
peanut. En cours de soumission pour BMC Plant Biology

Prix:

Joél Romaric Nguepjop, Hodo-Abalo Tossim, Jean-Francois Rami, Djibril Sane, Daniel
Fonceka. 2015. Cartographie génétique et appariement du génome K d’une espéce
sauvage au génome B de I’arachide cultivé (Arachis hypogaea L.). 1¢" Prix au concours
Interrégional des Biotechnologies et Agroalimentaire de I’AUF «Meilleur Poster affiche et
présentation orale ». College doctoral, 22-26 Avril 2015, AUF.




3.1.Résumé

L’arachide cultivée (Arachis hypogaea L.) est une oléoprotéagineuse largement utilisée dans
I’alimentation humaine et animale. La faible variation génétique du cultigéne couplée a la
structure complexe de son génome tétraploide (2n = 4x = 40, AABB) ont ralenti les progres
génomiques chez cette importante culture. Les amphidiploides sauvages sont des sources
potentielles de variabilité génétique, mais les questions relatives a leur exploitation et aux
facteurs génétiques associés a I’hybridation interspécifique restent insuffisamment explorées.
Pour surmonter cette difficulté et contribuer a I’analyse du génome, une étude de cartographie
comparative a été réalisée a partir de trois populations interspécifiques dérivées d’un cultivar
commun Fleur 11 et de trois amphidiploides sauvages (A. duranensis x A. ipaensis)®, (A.
duranensis x A. batizocor)* et (A. duranensis x A. valida)* , au génome A commun mais au
génome B/K distinct, issu de différentes espéces diploides sauvages plus ou moins
génétiquement distantes de 1’espéce cultivée. Nos résultats ont montré un taux de
polymorphisme relativement élevé et variable (59,8-74%) entre ’espéce cultivée et les
amphidiploides sauvages. Les trois cartes génétiques développées ont montré un degré de
colinéarité remarquablement élevé. Les réarrangements chromosomiques associés a la
spéciation des espéces sont expliqués par des inversions, des délétions, des duplications et des
translocations. Le taux de distorsion de ségrégation (DS) a varié de 10,7 a 25,3% en fonction
des croisements interspécifiques et a été 2,5 fois plus élevé au sein des croisements impliquant
des espéces génétiquement distantes comparativement a celui aux especes génétiqguement plus
apparentées. La distance phyllogénétique entre espéces, les réarrangements chromosomiques
et la recombinaison entre chromosomes homéologues ont été identifiés comme facteurs
importants a 1’origine de la DS. Les trois cartes génétiques spécifiques contenant chacune
330-506 marqueurs ont été intégrées en une carte génétique consensus comprenant 734
marqueurs répartis sur 20 groupes de liaison (GLs), couvrant une distance de 2063 cM et un
intervalle moyen de 3,9 cM entre 2 marqueurs adjacents. Remarquablement, une bonne
colinéarité a été observée entre les génomes homéologues A et B/K mais le génome A était
1,33 fois plus distant que le génome B/K, mettant en évidence un taux de recombinaison
différentiel entre I’espece cultivée et les especes diploides donneuses de génome B/K des
amphidiploides sauvages. L’analyse de la duplication segmentaire a indiqué un taux de 17%
des marqueurs dupliqués non-homéologues. Des segments colinéaires entre GLsS non-
homéologues ont été observés indiquant I’implication de la duplication segmentaire dans la
restructuration interchromosomique. La carte consensus construite dans cette étude est la
premiére carte génétique issue de plusieurs populations interspécifiques chez I’arachide
tétraploide, garantissant ainsi son utilit¢ pour une large gamme de matériel génétique en
sélection. C’est une carte potenticllement robuste qui peut étre exploitée pour I’identification
de régions associées a des caractéres d’importance agronomique et au pilotage des
introgressions des segments chromosomiques d’origine sauvage dans des fonds génétiques
cultivés.

Mots clés: Arachide; amphidiploide sauvage; distorsion de ségrégation, taux de
recombinaison, duplication segmentaire, carte consensus.
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3.2.Introduction

L’arachide (Arachis hypogaea L.) est une oléoprotéagineuse principalement cultivée dans les
régions arides et semi-arides et est considérée comme I'une des légumineuses a graines la plus
importante du monde. Elle est attrayante en termes de source de protéines alimentaires de
haute qualité pour 1’alimentation humaine et animale. L’espéce est allotétraploide (2n = 4x =
40; AABB) et dérive d’un éveénement d’hybridation entre deux espeéces diploides, A.
duranensis (AA) et A. ipaénsis (BB), suivie du doublement du stock chromosomique. Cette
origine évolutive a provoqué un goulot d’étranglement avec pour conséquence une réduction
de la diversité génétique de I’espéce cultivée. Le faible niveau de polymorphisme au niveau
de ’ADN et la structure complexe du génome tétraploide ont sérieusement entravé les
avancées génomiques et limité la construction d'un grand nombre de cartes génétiques
comparativement aux autres espéces végeétales (Shirasawa et al., 2012; Nagy et al., 2012;
Zhou et al., 2016).

Un niveau de diversité génétique important existe chez les especes sauvages diploides (2n =
2x = 20) de génome A, B, D, F ou K (Stalker, 1991; Krapovickas & Gregory, 1994; Robledo
& Seijo, 2010). Le développement et 1’exploitation de tétraploides synthétiques (2n = 4x =
40), par croisement d’espéces diploides sauvages et doublement artificielle du stock
chromosomique peuvent permettre d’¢largir la base génétique du cultigéne. Cependant,
I’utilisation de ces tétraploides synthétiques posent des questions sur des facteurs tels que la
polyploidie, la structure des génomes, I’interaction entre génome homéologues et la
compatibilité de croisement entre especes. La construction de cartes génétiques peut permettre
d’élucider le mode d’hérédité (chapitrel), d’étudier I’organisation des génomes et de générer
des informations génétiques utiles pour I’amélioration variétale. De méme, les cartes
génétiques sont des outils importants pour la détection de QTL, le clonage de génes et la
sélection assistée par marqueurs. La forte diversité génétique disponible chez les especes
sauvages stimule actuellement un intérét pour leur utilisation comme source de
polymorphisme génétique.

A ce jour, seuls deux amphidiploides sauvages ont été utilisés en cartographie génétique. Il
s’agit d’une part de TXAG6 ([(A. batizocoi x (A. cardenasii x A. diogoii)]) utilisé en
croisement avec A. hypogaea cv Florunner pour développer une carte génétique de 376
marqueurs RLFP (Burow et al., 2001). D’autre part, avec I'avénement des marqueurs SSR et
SNP, Foncéka et al., (2009), Shirasawa et al., (2013) et Bertioli et al., (2014) ont développé
des cartes génétiques a partir du croisement entre 1’amphidiploide AiAd ((A. duranensis (AA)
x A. ipaénsis (BB))*) et une variété cultivée. Les cartes génétiques construites avec les
marqueurs SSR/SNP citées ci-dessus ont cependant montré qu’un faible nombre de locus
étaient cartographiés sur le génome B, en raison sans doute de la forte proximité génétique
entre le génome B de ’arachide cultivée et le génome de A. ipaensis (Bertioli et al., 2016).

En vue d’enrichir les ressources génomiques chez I’arachide, de nouveaux tétraploides
synthétiques issus de combinaisons entre différentes espéeces diploides sauvages,
génétiquement plus distantes de [’espece cultivée, particuliecrement pour le génome B,
pourraient étre utilisés en cartographie. De plus, la cartographie comparative a le potentiel
d'identifier les chromosomes homologues entre especes, de déterminer la structure
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chromosomique (réarrangements chromosomiques etc.) et d’étudier le taux de recombinaison
entre especes génétiquement distantes. La connaissance de ces facteurs peut également
conduire a des applications concretes en sélection assistée par marqueurs et fournir des outils
utilisables pour le séquengage du génome.

En comparaison avec les cartes génétiques construites a partir d’un seul croisement, les cartes
consensus offrent de nombreux avantages. Il s’agit par exemple d’une densité plus ¢levée de
marqueurs, d’une meilleure couverture du génome, de la validation de 1’ordre des marqueurs
entre différentes cartes et de I’identification de duplication de régions du génome (Pelgas et
al., 2005; Sudheesh et al., 2014; Maccaferri et al., 2015). Six cartes consensus ont été
publiées chez I’arachide. Elles ont indiqué relativement une bonne macrosyntenie entre les
génomes A et B. La conservation de la macrostructure entre génomes A et B a été interprétée
comme la preuve d’un faible nombre de réarrangements interchromosomiques chez
I’arachide. Cependant, a notre connaissance, les questions relatives a la duplication
segmentaire, définie comme de la duplication des blocs d'ADN dans le génome n’ont pas
encore été clairement abordée. De méme, la quasi-totalité des cartes consensus disponibles
ont été générées en utilisant essentiellement des variétés élites et sont par conséquent moins a
méme de fournir des informations précises sur la conservation du contenu et de 1’ordre des
marqueurs au sein des chromosomes des espéces sauvages apparentées. De plus, malgré
I’intérét des especes sauvages en amélioration variétale, trés peu de cartes génétiques
impliquant des croisements interspécifiques sont disponibles et aucune carte génétique
consensus a I’échelle interspécifique n’a été rapportée.

Dans cette étude, nous avons construit deux cartes génétiques en utilisant deux nouveaux
tétraploides synthétiques développés a partir d’espéces diploides de génomes B et K
génétiquement plus distantes du génome B de I’espéce cultivée que ne ’est A. ipaensis. Une
analyse de la colinéarité et de la synténie aux échelles intra- (A ou B/K) et inter- (A et B/K)
génomiques a été réalisée afin de détecter les réarrangements chromosomiques. La variation
du taux de recombinaison entre les espéces utilisées a été étudiée sur la base de la distance
génétique estimée en cartographie. Les deux cartes génétiques construites et la carte génétique
développée par Foncéka et al., (2009) ont été intégrées dans une carte génétique consensus.
La carte consensus a été comparée a la carte physique des deux especes diploides, ancétres de
I’arachide cultivée afin de localiser les marqueurs cartographiés et d’explorer la colinéarité
entre les deux cartes. Une analyse détaillée de la duplication segmentaire a été effectuée sur la
base de la position des locus dupliqués cartographiés. Plus précisément, nous avons i)
identifié la position des locus dupliqués non-homéologues sur la carte, ii) étudié la répartition
des blocs chromosomiques arborant ces locus dupliqués et iii) discuté des sources potentielles.
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3.3.Materiel et méthodes
3.3.1. Matériel végétal et populations de cartographie

Trois populations interspécifiques développées a partir de trois tétraploides synthétiques
(AiIAd, ISATGR278-18 et ISATGR52B) et un cultivar commun, Fleurll ont été utilisées dans
cette étude. Le premier tétraploide synthétique AiAd (A. ipaensis (BB) x A. duranensis (AA))
 a été développé par Favero et al., (2006). Le second ISATGR278-18 ((A. batizocoi (KK)) x
A. duranensis(AA)) #) ci-aprés nommé AbAd et le troisieme ISATGR52B ((A. valida (BB) x
A. duranensis (AA)) #) ci-aprés nommé AvAd ont été développé par Mallikarjuna et al.,
(2011). Ces trois tétraploides synthétiques ont un génome A commun de différentes
accessions du taxon A. duranensis et des génomes B/K distincts issus de différentes especes
diploides sauvages. Les taxons A. duranensis et A. ipaensis sont, respectivement des ancétres
diploides sauvages des génomes A et B de 1’espece cultivée. Le génome K de A. Batizocoi et
le génome B de A. valida ont été rapportés compatibles au génome B de I’espéce cultivée lors
de la méiose (Mallikarjuna et al., 2011b; Wondracek-Ludke et al., 2015).

La population interspécifique issue du croisement Fleurl1xAiAd a été développée par
Foncéka et al., (2009) et est composée de 88 individus BCi. La deuxieme population a été
décrite au chapitre précedent et est composee de 90 descendants F», dérivés du croisement
entre Fleurll et AbAd. La troisieme population est composée de 150 individus BC; issue du
croisement entre Fleurll et AvAd. Le parent Fleurll a été utilisé comme parent femelle et
récurrent pour produire les descendances F1 et BCy respectivement. Les plantes F1 et BCy ont
été différenciées des individus issus d’autofécondation de Fleurl1 en utilisant des marqueurs
morphologiques et moléculaires. Les croisements et le développement des populations ont été
réalisés en serre dans des pots en plastique au CERAAS, Sénégal.

3.3.2. Extraction de ’ADN, analyse du polymorphisme des marqueurs et
génotypage

L’ADN génomique des parents et des descendants a été extrait a partir des échantillons de
jeunes feuilles selon la méthode MATAB tel que décrit au chapitre précédent. Des contréles
de qualité et de quantité d’ADN ont été effectués aprés électrophorése sur gel d'agarose a
0,8% dans un tampon TBE 1X. Un total de 602 marqueurs SSR disponibles a été utilisé pour
I’analyse du polymorphisme des génomes parentaux. L’origine génomique (A ou B/K) des
alléles des amphidiploides sauvages a été déterminée par comparaison aux alléles des especes
diploides sauvages donneuses. Le génotypage des parents et des descendants aux marqueurs
polymorphes a été effectué suivant le protocole d’amplification PCR telle que décrit au
chapitre précedent. Les produits PCR obtenus ont été séparés par électrophorése sous un
voltage constant de 95 W pendant 1-2h au séquenceur (LI-COR 4300 DNA, Lincoln, USA).

3.3.3.  Analyse de la segrégation des marqueurs au sein des populations de
cartographie

Les images des profils de segregation obtenues au séquenceur ont été traitées au logiciel
XnView 2.13 et la ségrégation des alléles parentaux dans la descendance a été examinée
visuellement sur les gels et I’encodage manuel s’est fait a I’aide de 1’application Jelly 2.017b.
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Pour la population F> (Fleurl1xAbAd), deux types de segrégation ont été observées, i)
codominante, lorsque les deux alléles parentaux étaient visibles chez les descendants et ii)
dominante, lorsqu’un allele était présent chez un parent et absent chez l'autre. Les locus
codominants et dominants ont été encodés en utilisant les codes génotypiques définis par le
logiciel JoinMap (Van Ooijen, 2006) telles qu’indiqués au chapitre précédent. De méme, dans
la population F», il a été admis au chapitre précédent que certains marqueurs sont hérités de
manicre disomique et d’autres de maniere polysomique. Cependant, en absence de logiciel de
cartographie prenant en compte 1’hérédité mixte et compte tenu du nombre élevé de
marqueurs disomiques (89%), les points de données génotypiques issus des recombinaisons
homéologues ont été substitués en données manquante "x" et ’analyse de la ségrégation a été
réalisée en utilisant les ratios de ségrégation attendus sous disomie (1:2:1 pour les locus
codominants et 3:1 pour les locus dominants).

Pour la population BCy, Fleurl1xAvAd, les deux génotypes attendus sont (i) homozygotes
parent récurrent a une proportion de Y et (ii) hétérozygotes récurrent/donneur a une
proportion équivalente (¥2). Pour la lecture, a un locus donné, nous avons attribué la lettre
«a» pour les homozygotes et la lettre « h » pour les hétérozygotes. Les données manquantes
ont été matérialisées par la lettre « x ». Un individu homozygote a un marqueur est celui qui
présente uniquement les bandes issues du parent cultivé Fleurll. Un individu hétérozygote est
celui qui présente a la fois les bandes issues du parent cultivé et du parent sauvage AvAd. Le
ratio de ségrégation de chaque locus a ensuite été comparé au ratio de ségrégation Mendélien
attendu 1:1 a I’aide du test de Khi-deux (P <0,05). Les locus ayant dévié significativement (P
<0,05) du rapport théorique attendu ont été considérés distordus et ont été indiqués sur la carte
génétique a I’aide d’astérisques.

3.3.4. Construction des cartes génétiques spécifiques

Les trois cartes génétiques ont été principalement construites a 1’aide du logiciel MapDisto
(Lorieux, 2012). La carte génétique développée a partir du croisement Fleurl1xAiAd a été
développée par Foncéka et al., (2009).

La carte issue du croisement Fleurl IXAbAd a été développée d’abord avec des marqueurs
SSR codominants (voir chapitre précédent). Un effort de cartographie a été effectué dans cette
étude en intégrant sur la carte précédente un ensemble de 184 marqueurs dominants pour
augmenter sa résolution. Le logiciel JoinMap 4.1 a été utilisé pour cartographier les loci
dominants et a identifier les loci codominants adjacents a chaque locus dominant. Un LOD
score stringent de 7 a été utilisé pour tester la liaison des locus dominants a ’aide des
parameétres suivants: fréquence de recombinaison r = 0,3, Jump = 5, Thirdround = yes et la
fonction de cartographie de Kosambi. Apres cartographie, les locus dominants a 1’origine
d’une forte perturbation de 1’ordre des locus codominants préétablie ont été eliminés de la
carte. Seuls des locus dominants fortement liés et intégrés aux GL constitués des marqueurs
codominants préétablis ont été conserves.

La carte géenétique issue du croisement Fleurl1xAvAd a été construite de novo. Les GL ont
été déterminés en utilisant la commande «find group» avec les parametres suivant du logiciel
MapDisto: LOD score = 3-7, r = 0,3 et la fonction de cartographie de Kosambi. L’ordre des
marqueurs au sein de chaque GL a été estimé en utilisant les commandes «order» et «ripple».
Les locus a ’origine d’une forte perturbation d’ordre entre marqueurs ont éte éliminés de la
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carte. La représentation graphique des GL a été établie en utilisant I’application SpiderMap
1.6.12 (Rami, non publié).

3.3.5. Cartographie comparative et analyse statistique de la variation du taux
de recombinaison entre espéces

Une analyse comparative des trois cartes génétiques a été effectuée. Cette analyse a été dans
un premier temps consacrée a la comparaison de I’ordre (colinéarité) et du contenu (synténie)
des marqueurs au sein des GL afin de détecter des réarrangements chromosomiques entre
especes. Dans un second temps, les taux de recombinaisons entre génomes parentaux A et
B/K de différentes cartes ont été comparés pour évaluer le taux de recombinaison entre
I’espéce cultivée et les espéces diploides donneuses de génome A et B/K de I’amphidiploide
sauvage. En outre, pour chaque croisement, nous avons systématiquement examiné la distance
génétique (en cM) entre les intervalles homéologues, définis par des marqueurs communs aux
extrémités des GL A et B/K. Le test T de Student pour échantillons appariés a été utilisé pour
¢évaluer statistiquement 1'hypothese nulle de 1’égalité de distance entre intervalle homéologues
au seuil de probabilité de 5%. En guise d’exemple, pour un croisement interspecifique, si la
somme des distance des intervales homéologues (cM) aux GL du genome A (A1-A10) est
statistiquement égale a celle des GL du génome B/K (B1-B10), nous avons considéré que
I’espece cultivée via chacun de ses deux génomes A et B recombine respectivement et de
maniére équiprobable avec les deux espéces diploides donneuses de génome A et B/K de
I’amphidiploide sauvage. En revanche, en cas de différence de distance entre intervalles
homéologues, nous avons considéré que 1’espece cultivée recombine différemment avec
chacune des deux espéces diploides donneuses de génome A et B/K de I’amphidiploide.

3.3.6. Construction de la carte Consensus

Les GL homologues des 3 cartes individuelles ont été¢ d’abord comparés pour vérifier 1’ordre
des marqueurs puis ont été intégrés pour génerer la carte consensus en utilisant le logiciel
MergeMap (Wu et al., 2011). Un poids égal a été attribué a chacune des 3 cartes. Lorsque
I’ordre des marqueurs a certains GL était discordant entre cartes individuelles, nous avons
inspecté la qualité de chaque marqueur en ‘conflit’ et avons assigné un poids plus élevé a une
ou deux cartes. Le résultat de I’étape de la résolution des conflits d’ordre de marqueurs est un
graphe acyclique qui est ensuite simplifié et linéarisé pour produire la carte consensus finale.
MergeMap a tendance a augmenter la distance de la carte consensus comparativement aux
cartes individuelles (Wu et al., 2008). La distance génétique totale de la carte consensus a été
normalisée a I’aide d’un facteur de correction approprié tel que décrit par Mufioz-Amatriain et
al., (2011). Briévement, les distances génétiques entre marqueurs telles qu’estimées sur des
cartes individuelles ont été comparées aux distances estimées sur la carte consensus. Le
facteur de correction a été estimé en divisant la moyenne arithmétique des distances
génetiques issues des cartes individuelles a celle de la carte consensus. Pour Vérifier la qualité
de I’ordre des marqueurs obtenu par le programme MergeMap, un autre programme de
construction de carte consensus, LPmerge (Endelman & Plomion, 2014) a été utilisé.
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3.3.7. Estimation de la longueur et de la couverture du génome

La longueur du génome couverte par la carte génétique consensus a été estimée en utilisant

deux méthodes: 1) Ge = ). Goi (;Ill—j) ou Goi représente la longueur observée du GLi, et Ni

représente le nombre de locus du GLi (Chakravarti et al., 1991), et 2) Ge = Go + % ou Go

représente la longueur totale observée, t représente le nombre de GL et n représente le nombre
d'intervalles entre marqueurs (Fishman et al., 2001). La couverture du génome par la carte
génetique a été estimée a I’aide de I'équation: Gc = Go / Gewm , ou Gewm représente la longueur
moyenne du génome attendu tel que calculée par les méthodes (1) et (2) (Cervera et al.,
2001).

3.3.8. Comparaison entre la carte génétique et la carte physique

Une comparaison entre la carte génétique consensus et la carte physique a été effectuée afin
de déterminer la position physique des marqueurs et d’explorer la colinéarité entre les deux
cartes. Les séquences du génome d’A. duranensis (génome A) et A. ipaensis (génome B) ont
été utilisées comme cartes physiques de référence. Les positions physiques des séquences des
amorces SSR ont été déterminées en effectuant une recherche BLAST sur les séquences des
deux génomes. Les positions avec valeurs de «E value» les plus faibles ont été considérées
comme régions homologues les plus probables. L’ordre des marqueurs sur la carte génétique a
ensuite été comparé a celle de la carte physique pour 1’analyse de la colinéarité.

3.4. Résultats
3.4.1. Polymorphisme des marqueurs sur les parents de cartographie

En tenant compte du nombre de marqueurs utilisés pour chaque croisement, 333 (59,6%), 447
(74%) et 356 (67%) marqueurs ont détecté un polymorphisme entre les parents des
croisements Fleurl1xAiAd, Fleurl1xAbAd et Fleurl1xAvAd, respectivement. Au total, nous
avons identifie 149 (35%) marqueurs polymorphes communs aux trois croisements.

Le polymorphisme des marqueurs aux génomes A et B/K a été analysé. Au génome A, la
proportion d'alleles polymorphes était similaire entre parents des trois croisements avec des
valeurs de Dordre de 76,6% (Fleurl1xAiAd), 71,6% (Fleurl1xAbAd) et 72,3%
(Fleurl1xAvAd). Ce résultat indique un taux de polymorphisme comparable entre le génome
A de I’espéce cultivée et celui de chacune des trois accessions de ’espéce A. duranensis. En
revanche, au génome B/K, la proportion d'alleles polymorphes était extrémement variable
entre parents des trois croisements avec des valeurs oscillant entre 47,6% (Fleurl1xAiAd),
77,2% (Fleurl1xAbAd) et 61,8% (Fleurl1xAvAd). Par ailleurs, des alléles nuls probablement
associes a la non-transférabilité des marqueurs SSR d’une espéce a une autre ont été observés
et sont majoritaires chez le parent sauvage (70%) comparativement au parent cultive (30%).
Le niveau de polymorphisme entre parents et la différence de transférabilité de certains
marqueurs indiquent une forte variabilité génetique entre les différentes especes sauvages
d’une part et entre I’espece cultivée et les especes sauvages d’autre part.
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3.4.2. Construction des cartes genétiques spécifiques

3.4.2.1. Construction de la carte génétique de la population Fleur11xAbAd

Un total de 184 locus dominants a été utilisé pour augmenter la résolution de la carte
génetique précédemment développée sur la base des marqueurs codominants. Avant
intégration des locus dominants aux GL constitués de locus codominants, un test chi-carré a
été réalisé. Il a révélé 61 locus (33,2%) distordus au ratio de segrégation mendélien 3:1 (P
<0,05). En utilisant un LOD score stringent de 7, un total de 138 (75%) marqueurs dominants
a été cartographie sur 18 des 20 GL préétablis. La proportion de locus dominants
cartographiés au géenome B (66%) est 2 fois plus élevée que celle au génome A (34%). Hors
mis quelques exceptions, tous les locus dominants se regroupent en cluster sur des GL
(Figure 14). Les régions aux locus dominants sont spécifiques a un parent suggérant une
délétion de séquence ou une variation de la séquence complémentaire entre les deux parents.

Au total, 506 locus, 368 codominants et 138 dominants ont été cartographiés avec succes sur
20 GL pour une couverture totale de 1924 cM et un intervalle moyen de 4,2 cM entre 2
marqueurs adjacents. Sur la base des locus homéologues identifiés, les GL ont été désignés
par A1-A10 correspondant au génome A et B1-B10 correspondant au génome B/K (Figure
14). La distribution des marqueurs au sein de chaque génome a été analysée. Au génome A,
228 locus ont été cartographiés sur 10 GL avec un nombre moyen de 23 locus par GL et une
variation de 10 (GL A5) a 37 (GL Al). La distance génétique de chaque GL variait de 28,0
(GL A5) a 178,5 cM (GL A3) avec une moyenne de 115,4 cM (Tableau 7). Au génome B/K,
278 locus ont été distribués sur 10 GL avec un nombre moyen de 28 locus par GL et une
variation de 16 (GL B10) a 53 (GL B1). La distance des GL variait de 33,3 cM (GL B10) a
124,4 cM (GL B1) avec une moyenne de 68,5 cM (Tableau 7). Par ailleurs, l'intervalle moyen
entre marqueurs est plus élevé au génome A (5,42 cM) qu’au génome B/K (2,98 cM)
suggérant une différence d’affinité d’appariement entre génomes parentaux A et B/K.

La colinéarité des marqueurs entre génomes A et B/K a été analysée. Le nombre de
marqueurs communs par GL homéologue variait de 3 (GL5) a 27 (GL 1) avec une moyenne
de 11. Une bonne colinéarité a été observée pour 7 paires de GL homéologues: A2/B2;
A3/B3; A4/B4; A5/B5; A7/B7; A8/B8 et A10/B10 (Figure 14). En revanche, une inversion de
I’ordre des marqueurs a été clairement observée sur la paire 6, deux inversions sur la paire 9
et trois autres inversions sur la paire 1. De méme, un quadruplet entre les paires 7 et 8 a été
observé sur la base des locus communs entre les GL B7/B8 et A7/A8, suggérant une
translocation de séquences entre les chromosomes 7 et 8 (Figure 14).

La localisation des marqueurs dupliqués sur la carte a été analysée. Sur les 344 paires
d'amorces utilisées sur la carte, 62 (18%) ont détecté des locus dupliqués non-homéologues au
sein du génome. La proportion de locus dupliqués au génome B/K (66%) est 2 fois plus
élevée qu’au génome A (34%). A quelques exceptions, les locus dupliqués se retrouvent en
cluster sur les GL (B2, B3, B8, B9). Ceci a permis de mettre en évidence plusieurs blocs
dupligués synténiques entre GL appariés: B1-B4, B1-B2, B1-B9, B4-B2, B4-B7, B3-B6, B9-
B10 et A3-A10. Dans certains cas, des duplications intrachromosomiques ont été observées.
C’est le cas des locus RI1F06 (GL A2), Ah3TC38D06 (B2) et Ai119C17 (B9) (Figure 14).
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La position des marqueurs distordus sur la carte a été analysée. A I'exception de 6 locus, tous
les locus distordus (128) se regroupent en cluster sur les GL. La proportion de locus distordus
au genome B/K (73%) est 2,7 fois plus élevée qu’au génome A (27%). Ceci indique un effet
du génome sur la distorsion de ségrégation. Au génome A, la distorsion est en faveur du
génotype cultivé (GL A4, A7 et A9), alors qu’au génome B/K elle est essentiellement en
faveur du génotype sauvage (GL B2 et B9) ou hétérozygote (GL B3, B4, B6, B7 et B10)
(Figure 14). Les locus distordus ne sont pas uniformement réparties sur les GL. En effet, des
zones de distorsion majeures ont été localisées dans des régions impliquées dans des
phénomenes de recombinaison homeéologue (GL A4/B4 et A6/B6) et dans des régions a forte
duplication (GL B2 et B9). Ce résultat suggére qu’une différence de structure entre
chromosomes (duplication) et des appariements entre chromosomes homéologues sont des
facteurs importants a 1’origine de la distorsion de ségrégation.

Tableau 7. Caractéristiques des cartes génétiques spécifiques et consensus.

GL Carte consensus Cartes spécifiques

Fleurl1xAiAd Fleurl1xAbAd Fleurl1xAvAd

Nombre Longueur Densité de Nombre Longueur Densité de Nombre Longueur Densité de Nombre Longueur Densité

de Loci (cM) locus (cM) de Loci (cM) locus (cM) de Loci (cM) locus (cM) de Loci (cM) de locus

Al 54 179,0 43 37 1989 55 37 1740 48 24 111,2 4,8
Bl 62 1198 25 18 1395 8.2 53 1244 24 23 87,1 4,0
A2 28 89,2 4,2 18 84,6 5,0 17 90,4 5,7 17 98,7 6,2
B2 41 75,5 2,4 14 81,8 6,3 30 87,3 3,0 15 70,6 5,0
A3 56 1548 3,6 27 151,7 58 43 1785 4,2 28 127,5 47
B3 48 116,0 3,2 13 96,7 8,1 31 71,6 2,4 25 137,0 57
Ad 35 1370 52 20 1382 7,3 21 1260 6,3 17 119,5 7,5
B4 35 88,2 3,3 7 106,2 17,7 28 79,7 3,0 15 98,9 7,1
A5 28 74,5 35 16 75,5 5,0 10 27,9 31 12 59,1 54
B5 28 66,3 31 8 59,5 8,5 19 65,9 3,7 9 59,5 7,4
A6 43 106,1 3,2 21 1124 5,6 29 1148 41 23 102,0 4,6
B6 51 80,6 2,1 13 1530 128 37 95,1 2,6 22 79,1 3,8
AT 26 109,8 5,6 21 1398 7,0 19 1055 59 16 127,8 8,5
B7 26 96,8 5,0 13 110,2 9,2 20 84,7 4,5 12 63,6 5,8
A8 30 1395 6,2 20 126,5 6,7 22 166,4 7,9 10 78,9 8,8
B8 31 59,2 2,5 14 28,8 2,2 19 49,2 2,7 12 78,8 7,2
A9 17 99,9 8,0 15 137,3 98 14 81,6 6,3 6 45,1 9,0
B9 31 91,3 3,9 8 61,8 8,8 25 76,5 3,2 14 128,9 9,9
Al0 32 90,4 3,7 14 48,5 3,7 16 88,8 59 19 93,7 5,2
B10 32 89,6 3,7 10 80,9 9,0 16 35,9 2,4 11 84,0 8,4
B11 4 14,6 4,9
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Figure 14. Carte génétique développée a partir du croisement Fleur1ll x AbAd.

Les GL ont été regroupés en paires homéologues sur la base des loci communs aux génomes
A et B/K reliés par des lignes en pointillées bleu. Les segments de couleur verte et rouge
indiquent respectivement les GL issus du génome A, nommé de Al a A10 et du génome B/K
nommé de B1 a B10. Les distances génétiques en cM (Kosambi) sont indiquées a gauche et
les noms de marqueurs sont indiqués sur la droite de chaque GL. Les marqueurs qui ont été
hérités suivant le mode disomique et polysomique sont respectivement indiqués par un fond
blanc et rose. Les marqueurs dominants sont indiqués en italique. Les loci dupliqués sont
identifiés par le numéro 1, 2 ou 3 apres le suffixe A ou B du nom des loci. La couleur et le
nombre d'astérisque indique la direction et I'intensité de la distorsion de ségrégation * P <
0,05, ™ P <0,01 et ™ P <0,001) ol le bleu, vert et rouge indiquent respectivement la
distorsion en faveur du génotype cultivé, hétérozygote et sauvage.
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3.4.2.2. Construction de la carte génétique du croisement Fleur11xAvAd

Un ensemble de 250 paires d’amorces polymorphes capable de générer de profil
d’amplification claire a été utilisé pour construire la carte génétique Fleurl1xAvAd. Ces
marqueurs ont genéré un total de 341 loci. Le test chi-carré au seuil de probabilité de 5% a
révelé 79 (24,2%) locus distordus en considérant le ratio de ségrégation mendélien 1:1. La
proportion des locus distordus au génome B (63,4%) est 2,4 fois supérieure a celle au génome
A (26,6%). Ce résultat renforce I’hypothése d’un effet de la différentiation des génomes sur la
distorsion de ségrégation. A 1’exception d’un locus (PM032), tous les locus distordus sont en
faveur de I'alléle cultivé suggérant une sélection gamétique positive ou involontaire en faveur
de I’allele du parent récurrent dans la population.

Au total, 330 loci ont été cartographiés sur 20 GL avec une distance totale de 1792 cM et une
densité moyenne de 6,4 cM entre marqueurs adjacents. Les 20 GL ont été regroupés en 10
paires sur la base des locus homéologues (Figure 15). La répartition des locus aux génomes A
et B a été analysée. Pour le génome A, 172 locus ont été cartographiés sur 10 GL avec un
nombre moyen de 17,2 marqueurs par GL et une variation de 6 (GL A9) a 24 (GL Al). La
distance génétique moyenne de chaque GL est de 96,4 cM avec une variation de 45 (GL A9) a
111,2 cM (GL A1) et un intervalle moyen de 6,1 cM entre deux marqueurs adjacents. Pour le
génome B, 158 locus ont été cartographiés sur 10 GL avec un nombre moyen de 16
marqueurs par GL et une variation de 9 (GLB5) a 23 (GLB3). La distance génétique moyenne
de chaque GL est de 88,6 cM avec une variation comprise entre 59,4 cM (GLB5) et 137 cM
(GL B3) et un intervalle moyen de 6,4 cM entre deux marqueurs adjacents (Tableau 7). La
taille des GL et les intervalles moyens entre marqueurs sont similaires entre les génomes A et
B, suggérant une affinité d'appariement similaire entre génomes parentaux A et B.

En analysant la colinéarité entre les génomes A et B, nous avons constaté que le nombre de
marqueurs communs au sein de chaque paire de GL homéologue variait de 2 (GL 5) a 11 (GL
1) avec une moyenne de 8 (Figure 15). Une bonne colinéarité a été observée pour 8 GL
homéologues: A2/B2; A3/B3; A4/B4; A5/B5; A7/B7; A8/B8; A9/B9 et Al0/B10. En
revanche, une inversion sur la paire 6 et deux inversions sur la paire 1 ont été observées. Un
quadruplet entre les paires 7 et 8 a également été observeé a travers des loci communs aux GL
B7 et A8 (Figure 15).

La localisation des locus distordus sur la carte a été analysée. A 1’exception de 2 loci, tous les
loci distordus (78) se regroupent en cluster sur les GL. Sur les 78 loci distordus, 21 (26,9%)
ont été cartographié au génome A (GL A4, A7 et A9), tandis que 57 (73,1%) ont été
cartographiés au génome B (GL B3, B4, B6, B7 et B10) (Figure 15).

La duplication des marqueurs sur la carte a été analysée. Sur les 244 paires d'amorces SSR
utilisés sur la carte, 29 (11,9%) ont révélé des duplications non-homéologues au sein des GL.
La proportion de locus dupliqués au génome B (54%) est plus élevée que celle au génome A
(46%). Hors mis quelques exceptions, les loci dupliqués se regroupent en cluster sur les GL et
mettent en évidence des blocs dupliqués colinéaires entre GL appariés: A1-A10, A1-B4, Al-
B10, B2-B6 ou encore B2-A10. Dans certains cas, des duplications intrachromosomiques ont
¢té observées. C’est le cas des loci Ah3TC22G05 au GL A9 et gi-427 au GL B7 (Figure 15).
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Figure 15. Carte génétique développée a partir du croisement Fleurll x AvAd.
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Les segments de couleur verte et rouge indiquent respectivement les GL issus du génome A,
nommés de Al a A10 et de génome B nommés de B1 a B10. Les GL ont été regroupées en
paires homéologues sur la base des loci commun aux génomes A et B reliés par des lignes en
pointillés bleu. Les distances génétiques en cM (Kosambi) sont indiquées a gauche, et les
noms de marqueurs sont indiqués sur la droite de chaque GL. Les loci dupliqués sont
identifiés par le numéro 1, 2 ou 3 apres le suffixe A ou B du nom du loci. Les loci distordus
sont identifies par un astérisque apres le nom du locus. La couleur et le nombre d'astérisque
indique la direction et I'intensité de la distorsion de ségrégation (" P < 0,05, ™ P <0,01 et ™"
P <0,001) ou le bleu et rouge indiquent une distorsion en faveur de [ allele cultive et sauvage
respectivement.
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3.4.3. Analyse comparative de la distorsion de ségrégation entre populations
interspécifiques

Le nombre de locus distordus a significativement varié entre croisements interspécifiques. En
effet, 32 (10,7%), 128 (25,3%) et 78 (24,2%) locus distordus ont été cartographiés a partir des
croisements Fleurl1xAiAd, Fleurl1xAbAd et Fleurl1xAvAd, respectivement. Par ailleurs, 6
régions distordues ont été identifiées sur la carte Fleurl1xAiAd alors que 16 et 13 ont été
identifiées sur les cartes Fleurl1xAbAd et Fleurl1xAvAd, respectivement. Trois régions
distordues sur les GL B2, B6 et B10 sont communes aux trois cartes genétiques, 6 régions sur
les GL B3, B6, B8, A4, A6 et A9 aux cartes AbAd et AvAd et une région sur le GL B7 aux
cartes AiAd et AVAd. Les zones de distorsion sur les GL A2 et A3, A7, A8, B4 et B9 et enfin
B1 et B5 sont spécifiques aux cartes AiAd, AbAd et AvAd, respectivement. Pour les 3 cartes
génétiques, les zones de distorsion de ségrégation sont associées aux régions dans lesquelles
sont observées des réarrangements chromosomiques telles que les inversions (GL B5, B3 ou
B6), les duplications (GL B2, B10) ou aux régions ayant expérimenté une recombinaison
entre chromosomes homéologues (GL B3, A4 A6/B6) (Figures 14 et 15). Par ailleurs, pour
chacune des cartes Fleurl1xAbAd et Fleurl1xAvAd, le nombre de loci distordus est 2 fois
plus élevé au génome B/K qu’au génome A.

3.4.4. Comparaison des trois cartes génétiques

La comparaison des cartes génétiques individuelles nous a permis d'identifier les GL
homologues et d’analyser le contenu et I’ordre des marqueurs sur les génomes A et B/K. Pour
le génome A, chaque GL (A1-A10) d’une carte génétique individuelle avait un correspondant
sur les deux autres cartes (Figure 16). Le nombre de marqueurs communs par GL homologue
variait de 3 (GL A5) a 26 (GL A1) avec une moyenne de 13. Une bonne colinéarité entre les
trois cartes a été observée sur 8 GL homologues: Al, A2, A3, A4, A7, A8, A9 et Al0.
Cependant, une inversion de 1’ordre des marqueurs aux GL AS et A6 a été observée entre la
carte génétiqgue AvAd et les deux autres cartes (Figure 16). Pour les génomes B/K, aucun
marqueur commun n’a €té observé au GL B10 entre la carte AiAd et les deux autres cartes,
probablement en raison du faible taux de polymorphisme entre le génome B de I’espéce
cultivée et celui d’A. ipaensis. Ainsi, le nombre de marqueurs communs par GL a varié de 0
(GL B10) a 21 (GL B1) avec une moyenne de 7. Une bonne colinéarité a été observée sur 7
GL: B2, B3, B4, B5, B8, B9 et B10. En revanche, une inversion de 1’ordre des marqueurs est
observée aux GL B1 et B7 entre les cartes AbAd et AvAd. Au GL B6, une inversion a été
observée entre les cartes AbAd et AvAd et une différence de I’ordre de marqueurs a été
observée entre la carte AiAd et les deux autres cartes. Par ailleurs, le GL surnuméraire B11 de
la carte AiAd correspond a la partie inférieure du GL B3 des deux autres cartes (Figure 16).
Globalement, la colinéarité et la synténie sont relativement bien conservées entre les trois
cartes génétiques. En tenant compte des biais potentiels dans 1’estimation de 1’ordre des
marqueurs, les variations entre GL homologues (inversions, délétions, duplications)
résulteraient de la différentiation entre espéces.
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Figure 16. lllustration graphique de la comparaison entre les 3 cartes génétiques.

Les GL homologues aux génomes A et B/K sont respectivement indiqués par des segments de
couleur verte et rouge. Les GL issus des populations FleurllxAiAd, FleurllxAbAd et
Fleur11xAvAd sont respectivement indiqués par le numéro 1, 2 et 3 apres le nom du GL. Les
loci homologues entre les cartes sont reliees par des lignes bleues.

3.4.5. Variation du taux de recombinaison entre especes sauvages et cultivée

Le taux de recombinaison entre espéces a été analysé sur la base des distances génétiques
estimées en cartographie. Les intervalles homéologues observés sur les génomes A et B/K ont
significativement varié (P = 0,05) en fonction des croisements interspécifiques. Le test T de
Student indique une différence statistique significative (P=0.05) entre les intervalles
homéologues de la carte issue du croisement Fleurl1xAbAd (T-test, Pvalue = 0,01). En
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revanche, il n'y a pas eu de différence statistique entre les intervalles homéologues des
croisements Fleurl1xAiAd (T-test, P = 0,68) et Fleurl1xAvAd (T-test, P =0,85). Puisque les
génomes A et B/K sont hautement colinéaires, la différence observée entre les intervalles
homéologues serait suggestive a la variation du taux de recombinaison entre 1’espece cultivée
et les deux espéces diploides donneuses de génome A et K de I’amphidiploide sauvage AbAd.
En contraste, un taux de recombinaison égale a été noté entre I’espéce cultivée et les especes
diploides donneuses de génome A et B des amphidiploides sauvages AiAd et AvAd.

Par ailleurs, les intervalles homologues entre les trois cartes génétiques au génome A sont
globalement comparables, tandis que ceux au génome B/K ne reflétent pas une tendance
générale (notablement sur les GL 3, 6, 7 et 10) (Figure 16). Ceci suggere un taux de
recombinaison similaire entre I’espéce cultivé et les trois accessions diploides sauvages de
génome A (A. duranensis) tandis qu'un taux de recombinaison différentiel semble se produire
entre I’espece cultivée et les espéces diploides sauvages de génome B/K. Au génome B/K, un
taux de recombinaison élevée a été observé lorsque seuls les génomes B sont impliqués tandis
que le plus faible taux de recombinaison a été observé lorsque les génomes B et K sont
impliqués. En considérant les relations génomiques et la distance phylogénétique entre les
parents, la variation du taux de recombinaison observée suggere I'nypothese selon laquelle le
taux de recombinaison entre especes porte une signature phylogénétique.

3.4.6. Construction de la carte génétique consensus

La comparaison de I’ordre des marqueurs a indiqué une bonne colinéarité entre les trois cartes
génétiques fournissant ainsi une base solide pour la construction de la carte consensus. Le
nombre de marqueurs par carte individuelle était de 331 (Fleurl1xAiAd), 506 (Fleurll
xAiAd) et 330 (Fleurl1xAvAd). L’intégration des trois cartes a permis de cartographier un
total de 734 locus sur 20 GL, dont 385 (52%) étaient spécifiques aux populations
(Fleurl1xAiAd, 108; Fleurl1xAbAd, 197; Fleurl1xAvAd 80) et 349 (48%) étaient communs
a deux ou trois populations. Au total, 122 loci communs ont été observeés entre les trois cartes
génétiques individuelles (Figure 17).

A T’issue de D'intégration des trois cartes individuelles au logiciel MergeMap, l'intervalle
moyen entre marqueurs sur la carte consensus était supérieur a celui observé sur les trois
cartes individuelles. Le facteur de normalisation a été estimé a 0,78 + 0,025. La longueur
totale de la carte consensus a été estimée a 2063 cM avec une densité moyenne de 3,9 cM.
Les méthodes (1) et (2) ont respectivement estimé la longueur attendue de la carte consensus a
2187 cM et 2179 cM, pour une couverture moyenne du génome de 94%. L’ordre des loci de
la carte intégrée au logiciel MergeMap était comparable a celui obtenu au logiciel LpMerge et
a chacune des trois cartes genétiques individuelles. La plupart des conflits d’ordre entre
marqueurs au programme MergeMap impliquaient de petites distances (inférieur a 15 cM) et
la proportion moyenne des marqueurs non-colinéaires entre les cartes individuelles et la carte
consensus a été estimee a 2%.

Les 20 GL de la carte consensus ont été nommes comme précédemment, A1-A10 et B1-B10
(Figure 18). Au génome A, 349 loci ont été cartographiés sur 10 GL avec un hombre moyen
de 35 loci par GL et une variation comprise entre 17 (GL A9) et 54 (GL Al). La taille de
chaque GL variait de 74,5 cM (GL A5) a 179 cM (GL Al) avec une moyenne de 118 cM
(Tableau 7). L'intervalle moyen entre 2 marqueurs adjacents était de 4,7 cM et variait de 3,8
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(GL A6) a 8 cM (GL A8). Au génome B, 385 loci ont été assemblés sur 10 GL avec un
nombre moyen de 39 marqueurs par GL et une variation comprise entre 28 (GL B5) et 62 (GL
B1). La taille de chaque GL variait de 59,2 cM (GL B8) a 119,8 cM (GL B1) avec une
moyenne de 88,3 cM. L'intervalle moyen entre 2 marqueurs adjacents variait de 2,0 (GL B6) a
3,9 (GL B9) avec une moyenne de 3,1 cM.

La colinéarité entre génomes A et B/K sur la carte consensus est globalement comparable a
celle observée sur chacune des 3 cartes individuelles. Ainsi, une bonne colinéarité a été
observée sur 6 GL homéologues: A2/B2; A3/B3; A4/B4; A7/B7; A8/B8 et A10/B10 (Figure
18). Le faible nombre de marqueurs communs entre la carte génétique AiAdxFleurll et les 2
autres cartes au GL B10 a probablement induit une colinéarité imparfaite a la paire 10.
Cependant, une inversion a été observée sur les paires 6 et 5 et deux inversions ont été
observées sur la paire 9. La plus forte incohérence de I’ordre des marqueurs a été observée sur
la paire 1 notamment avec trois inversions. De méme, un réarrangement complexe a été
observé entre les paires 7 et 8 via des marqueurs communs entre les GL B7/B8 et A7/A8
(Figure 18). Les marqueurs communs aux GL 7 et 8 couvrent une distance de 44,5 cM sur le
GL B7 et 41,8 cM sur le GL A8 indiquant une translocation ou échanges entre chromosomes
non-homologues. Par ailleurs, la distance totale au génome A (1180 cM) était 1,33 fois plus
grande que celle au génome B/K (883) suggérant une meilleure affinité d’appariement entre
génome A cultivé et sauvage comparativement aux génomes B/K réciproques. En d’autres
termes, les chromosomes A cultivés et sauvages recombinent probablement plus générant des
distances génétiques plus importantes comparativement aux chromosomes B/K.

FleurllxAiAd FleurllxAvAd

FleurllxAbAd

Figure 17. Diagramme de Venn a trois ensembles montrant le nombre de locus
communs et unique entre les 3 cartes genétiques spécifiques.
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Figure 18. Carte génétique consensus issue des trois populations interspécifiques.
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Les GL ont été regroupés en paires homeologues sur la base des loci communs aux génomes
A et B/K reliés par des lignes en pointillés bleu. Les segments de couleur verte et rouge
indiquent respectivement les GL issus du génome A, nommé de Al a A10 et du génome B/K
nommé de B1 a B10. Les distances génétiques en cM (Kosambi) sont indiquées sur la gauche

et les noms de marqueurs sont indiqués sur la droite de chaque GL.
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3.4.7. Detection des duplications segmentaires

Sur un total de 404 paires d'amorces utilisées pour construire la carte consensus, 67 (16,6%)
ont détecté des loci dupliqués non-homéologues dans I’ensemble du génome. Les loci
dupliqués en cluster sur les GL ont permis de mettre en évidence des segments synténiques
(SS) entre GL non-homéologues. Un total de 20 SS a été identifié lorsque trois loci dupliqués
homologues étaient considérés. Comme illustré sur la Figure 19, les SS entre chromosomes
non-homéologues impliquent les paires de chromosomes suivantes: Al-A4, A3-A6, B1-B4,
B3-B6, B7-B2, B2-B1, B2-B6, B1-B5, B1-B9, B4-B2, B4-B7. Remarguablement, nous avons
constaté que la section supérieure, médiane et inferieure du GL B7 présente des blocs
synténiques respectivement avec une section des GL A7, B2 et A8 (Figure 20). Le bloc
chromosomique commun aux GL B7 et B2 implique trois loci colinéaires dupliqueés, ce qui
suggere l'implication de la duplication segmentaire dans la restructuration des chromosomes.

Figure 19. Diagramme Circos montrant les relations chromosomiques dans I'ensemble
du génome. Les GL issus des génomes A et B/K ont éte nommés, respectivement de A0l a
A10 et BO1 a B10 sur la base des loci homeologues. Pour chaque paire de GL homéologue,
les loci commun ont été colores differemment afin de distinguer les origines. Les duplications
des marqueurs au sein du génome (A ou B/K) sont matérialisées par des loci dupliqués non-
homéologues entre GL.
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Figure 20. Représentation graphique illustrant la synténie entre GL non-homéologues.
Cette représentation ne comporte que quelques GL de la carte consensus. Les GL aux
génomes A et B/K sont respectivement indiqués par des segments de couleur verte et rouge.
Des lignes de couleur noire relient des locus dupliqués entre GL. Ces locus dupliqués mettent
en évidence des segments colinéaires /synténiques entre GL non-homéologues.

3.4.8. Comparaison entre la carte génétique et la carte physique

Sur la base de la recherche BLAST, les séquences des marqueurs SSR utilisées ont été
physiquement mappées sur les génomes séquenceés de A. duranensis et A. ipaensis. Les 20 GL
de la carte consensus ont chacun une correspondance sur les 20 chromosomes physiques. La
couverture de la carte physique par la carte genétique est relativement bonne malgré quelques
divergences d’ordre de marqueurs a certains chromosomes. La corrélation entre les deux
cartes est quasi linéaire au chromosome 3 et relativement mauvaise au chromosome Al. Pour
certaines régions chromosomiques, 1’ordre des marqueurs entre les deux cartes est discordant,
tel qu’a la section inférieur du GL A10 (Figure 21).
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La bonne colinéarité entre les génomes A et B sur la carte génétique a été également observée
sur la carte physique. Des inversions entre génomes A et B aux chromosomes 5 et 6 sont
commutables aux deux cartes. Cependant, sur la carte génétique, nous avons observé une
inversion supplémentaire sur les paires 9 et 1, probablement issue du génome K telle
qu’observée sur la carte spécifique Fleurl 1IxAbAd. De plus, nous avons observé des preuves
de réarrangements chromosomiques entre la paire 7 et 8, mais la cartographie physique n‘a
pas rapporté de relation entre les chromosomes B7 et B2 (correspondant aux GL B7 et B2
dans notre étude) (Figure 20). Le bloc chromosomique commun aux GL B7 et B2 est indiqué
pour la premiere fois dans cette étude montrant ainsi le caractere résolutif de la carte
consensus et I’intérét de la cartographie génétique pour des génomes a fort taux de duplication
segmentaire. De méme, a travers la duplication segmentaire, la carte génétique consensus a
indiqué une bonne synténie entre chromosomes non-homéologues tel qu‘observée entre
chromosomes 1 (GL A1/B1) et 4 (GL A4/B4) (Figure 20).

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9

- Aoy Ao sy AotGenay e aosoess Rosprysc Aossegs Sosorysec N e . AonGenet Aonprysc Aoscenet APy

Figure 21. Graphique illustrant la comparaison entre cartes génétique et physique.

Les séquences des cartes génétique et physiques ont été regroupées en paire sur la base des
loci homologues connectés par des lignes en pointillée bleu. Les chromosomes issus des
génomes A et B/K ont été nommeés, respectivement de Al a A10 et B1 a B10. Pour chaque GL,
la séquence de la carte génétique est indiquee a gauche et celle de la carte physique a droite.
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3.5. Discussion

Afin de mieux comprendre la structure des génomes chez I’arachide et d’élargir la base
génétique du cultigéne, nous avons développé et comparé trois cartes génetiques a partir du
croisement entre Fleurll et trois tétraploides synthétiques. Les résultats majeurs obtenus
incluent une meilleure compréhension de: (i) la variabilité génétique entre espéces, (ii) la
structure du génome (duplications segmentaires et réarrangements chromosomiques), (iii) la
distorsion de ségrégation, (iv) la variation du taux de recombinaison entre espéces (Vv),
I’échange entre chromosomes homéologues et (vi) la carte génétique consensus a 1’échelle
interspécifique.

3.5.1. Variabilité génétique et relation phylogénétique entre espéces

L’analyse du polymorphisme des marqueurs a indiqué des différences entre couple de parents
utilisés avec des taux de polymorphisme compris entre 59,8% et 74%.

Le taux de polymorphisme entre le génome A de 1’espéce cultivée et celui de chacun des trois
accessions d’A. duranensis était similaire et compris entre 71-76%. Ces résultats sont
similaires a ceux de 1’étude de Nagy et al., (2012) qui a rapporté un taux de polymorphisme
de 67 % entre accessions d’A. duranensis. Le taux de polymorphisme entre génomes B/K était
plus variable et compris entre 47 et 77%. Cette variation peut étre attribuée a une plus grande
distance genétique entre le génome K d’ A. batizocoi et le génome B de 1’espéce cultivée en
comparaison aux génomes B d’A. valida et d’A. ipaensis. Ces résultats sont confortés par des
études cytogénétiques qui ont montré que la diversité des especes de génome B était
suffisamment forte pour supporter une subdivision en génomes B, K et F. Les especes
sauvages A. ipaensis et A. valida ont été classées dans le groupe des espéces de génome B
(sensu strico), alors que A. batizocoi a été placée au sein du nouveau groupe K (Robledo &
Seijo, 2010). Toutefois, certaines études phylogénétiques placent les espéces de génome K au
génome B (Friend et al., 2010; Bechara et al., 2010). Cependant, nos données montrent que le
génome K de A. batizocol, dans un contexte de néopolyploidisation, s’apparie au génome B
de A. hypogaea, mais également de facon erratique au géenome A, ce qui suggere un niveau
d’affinité génétique variable entre les génomes K, B et A.

Nos résultats montrent que les marqueurs SSR ne sont pas entierement transférables entre
I’espéce cultivée et les especes sauvages, contrairement a 1’étude de Bravo et al., (2006). En
effet, un nombre élevé (184) d’alleles nuls a été observé dans la population Fleurl 1xAbAd.
Les alleles nuls résultent de lI'absence de séquences complémentaires pour des amorces SSR
en raison de mutations (Julier et al., 2003) ou de délétions (Diwan et al., 2000; Leitch &
Leitch, 2008). Le faible nombre d’alléles nuls observés chez le parent cultivé pourrait
s’expliquer par le fait que les marqueurs ont ét¢ en grande partie développés a partir des
banques de séquences de I’espéce cultivée.

3.5.2. Reéarrangements chromosomiques entre especes du genre Arachis

En comparant les trois populations interspécifiques ayant un parent cultivé commun, nous
avons identifie quelques discordances entre cartes telles que les inversions, délétions (alléle
nul) et duplications. En tenant compte des possibles biais en cartographie, les discordances
entre cartes pourraient résulter des réarrangements chromosomiques entre especes. Lorsque
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I'on considere les inversions au genome A, il est probable que les réarrangements
chromosomiques existent entre A. hypogaea cv Fleurll et A. duranensis notamment aux
chromosomes 6 et 5. Toutefois, en considérant que 1’espéce A. duranensis est l'ancétre
diploide du génome A de A. hypogaea (Bertioli et al., 2016; Zhang et al., 2016b), la forte
conservation du contenu et de 1’ordre des marqueurs au génome A, a suggéré une absence de
modifications chromosomiques majeures depuis les évenements de polyploidisation et de
domestication. Cependant, la bonne colinéarité observée entre les trois cartes suggere que les
especes utilisées dans ces travaux ont connu un faible nombre de réarrangements macro-
chromosomiques. Ceci souléve I'nypothese selon laquelle les caryotypes des espéces du genre
Arachis sont relativement statiques d’un point de vue évolutif. Cependant, pour tester cette
hypothése, nous devons au préalable étudier les réarrangements chromosomiques chez
plusieurs autres espéces et établir que les réarrangements micro-chromosomiques sont rares
ou absents. Nos résultats contribuent a la compréhension de la structure du génome des
especes Arachis et promeuvent la stratégie globale de cartographie génétique par synténie.

3.5.3. Similitudes et divergences des génomes A, B et K et composition
génomique des amphidiploides sauvages

Les réarrangements chromosomiques, le polymorphisme de ’ADN et les recombinaisons
génétiques ont mis en évidence les similitudes et les différences entre les génomes A, B et K.
L’analyse de la colinéarité entre génomes homéologues a indiqué une forte similitude entre
les génomes A et B/K et renforce I'hypothese selon laquelle ces génomes ont évolué a partir
d’un ancétre commun. En accord a nos résultats, la forte similitude entre génomes A et B a été
établie par plusieurs études de cartographie génétique (Burow et al., 2001; Foncéka et al.,
2009) et physique (Bertioli et al., 2016). Comparativement a la carte physique, les inversions
supplémentaires observées sur la carte génétique telles que sur les chromosomes 1 et 9
résulteraient du génome K. Comparativement aux cartes consensus préceédentes, nous avons
détecté moins de réarrangement entre génomes A et B. Un exemple remarquable est noté sur
la paire 4 ou une inversion majeure a été rapporté entre chromosomes A4 et B4 par Gautami
et al., (2012) et Shirasawa et al., (2013), alors que cette paire a affiche une colinéarité parfaite
dans notre carte consensus. Dans notre étude, en plus des inversions ou délétions/insertions, la
duplication a été considérée comme ['un des mécanismes qui différencie les especes de
différents génomes en raison de leur degré variable entre génomes A, B et K. Ainsi, la
différenciation caryotypique via ces mécanismes pourrait étre une force importante pour
I’évolution des génomes du genre Arachis. De nos résultats, la composition génomique des
amphidiploides sauvages s’est avérée comparable a celle de I’espece cultivée telle que
précédemment rapporté (Burow et al.,, 2001; Foncéka et al., 2009). En revanche,
contrairement aux études chez d’autres polyploides synthétiques comme Brassica (Gaeta et
al., 2007; Szadkowski et al., 2010) Triticum et Aegilops (Han et al., 2003; Ma & Gustafson,
2008), notre étude a indiqué l'absence de grandes perturbations du caryotype des
amphidiploides synthétiques d’arachide. Ceci ouvre d'importantes perspectives pour le
transfert de la variabilité génétique des espéces sauvages au cultigene via la voie
amphidiploide.
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3.5.4. Duplication segmentaire et restructuration interchromosomique

Dans notre étude, 17% des marqueurs sont dupliqués. L'étendue des duplications
segmentaires a été 2 fois plus élevée au génome B/K qu’au génome A. En accord a nos
travaux, le séquencage de deux especes diploides a indiqué un taux de duplication 2,5 fois
plus élevé au génome B qu’au génome A (Bertioli et al., 2016). Les blocs dupliqués
synténiques suggerent que les espéces du genre Arachis ont connu des éveénements de
restructuration chromosomiques au cours de I'évolution. Cette étude fournit la preuve que les
restructurations chromosomiques ne sont pas rares, sauf en partie pour le cas (de la paire 7 et
8) ou des études précédentes ont indiqué une réorganisation des chromosomes. Ce
réarrangement a été admis comme un ancien événement de translocation ayant eu lieu avant
I’événement de la polyploidie et demeure subséquent chez 1’arachide cultivée (Foncéka et al.,
2009; Shirasawa et al., 2013; Bertioli et al., 2016). Toutefois, en observant un bloc dupliqué
colinéaire entre chromosomes B7 et B2, notre étude apporte des informations supplémentaires
sur I’organisation des chromosomes, en indiquant 1'implication des duplications segmentaires
dans la restructuration interchromosomique. De méme, une forte structure segmentaire entre
plusieurs autres chromosomes tels que les chromosomes 1 et 4 a été identifiée. Ce résultat
suggere I'hypothése selon laquelle les chromosomes des caryotypes actuels dériveraient des
segments de plusieurs chromosomes ancestraux via par exemple des mécanismes de fusion
et/ou fission chromosomiques ou échanges entre chromosomes non-homologues. Cette
hypothése a été précédemment émise chez d’autres angiospermes (Murat et al., 2010; Miguel
et al., 2015; Salse, 2016). Nous n’avons pas pu soutenir I'hypothése selon laquelle la
restructuration chromosomique pourrait étre expliquée par des hotspots d’éléments
transposables (Matzke & Matzke, 1998; Parisod et al., 2010a) ou par un groupe de génes de
méme fonction associé aux différents chromosomes. L’origine des duplications segmentaires
reste mal connu (Marques-Bonet et al., 2009). Des études ultérieures seront nécessaires pour
reconstruire le caryotype actuel des especes du genre Arachis. La combinaison des méthodes
d’analyse cytogénétiques et bio-informatiques (ldziak et al., 2014; Murat et al., 2015a,b) a le
potentiel d’apporter de réponses a un niveau de résolution plus précis qui ne peut étre atteint
par I'utilisation des marqueurs SSR sur des croisements interspecifiques.

3.5.,5. Impact de la distance phylogénétique sur le taux de recombinaison
entre espéeces

L’analyse comparative des distances génétiques estimées en cartographie a indiqué un taux de
recombinaison similaire entre I’espéce cultivée et les especes diploides donneuses des
amphidiploides AiAd ((A duranensis x A ipaiensis)®) et ISATGR52B ((A duranensis x A
valida)®). Par contre, une différence de taux de recombinaison entre I’espéce cultivée et les
especes diploides donneuses de 1’amphidiploide ISATGR278-18 ((A duranensis x A
batizocoi)**) a été observée. En considérant que 1’espéce A. duranensis est génétiquement plus
apparentée au génome A de A. hypogaea que ne 1’est A. batizocoi pour le genome B (Seijo et
al., 2004; Robledo & Seijo, 2010), nos résultats ont suggeéré I'nypothese selon laquelle la
distance phylogénétique influencerait le taux de recombinaison entre espéces. Il est probable
que la divergence g@génomique entre especes réduise [’affinité d'appariement entre
chromosomes et restreint les recombinaisons génétiques lors de la méiose. En accord a nos
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travaux, des espéces génétiqguement distantes chez le mil ont montré un faible taux de
recombinaison, générant des cartes genétiques plus courtes comparées a celles générées a
partir des especes génétiquement plus apparentées (Liu et al., 1996). De méme, Dumont et al.,
(2011) ont indiqué des différences de taux de recombinaison entre les individus de souris en
raison des différences de séquences génomiques. De nombreux biologistes ont supposé que le
taux de recombinaison est invariable entre especes, suppositions reconnues intrinsequement
fausses aujourd’hui (Smukowski & Noor, 2011; Adrian et al., 2016). Nos résultats fournissent
une variation entre especes en termes de recombinaison génétique et de distance
phylogénétique. D’autres ¢tudes de cartographie sur d’autres especes et sur des populations a
large effectif pourront fournir des estimations plus précises pour ce parameétre, ouvrant la voie
au transfert efficace de génes souhaitables des especes sauvages a I’espece cultivée via les
recombinaisons génétiques.

3.5.6. Facteurs de distorsion de ségrégation (DS)

Dans cette étude, la distance phyllogénétique, les réarrangements chromosomiques et la
polysomie sont apparus comme des facteurs a 1’origine de la DS.

La proportion de loci distordus a varié en fonction des croisements interspécifiques et était de
2,3 fois plus élevée au sein des croisements impliquant des especes génétiquement distantes
(Fleurl1xAbAd et Fleurl1xAvAd) comparativement a celui impliquant des espéces
génétiquement plus proches (Fleurl1x AiAd). De plus, le nombre de loci distordus au génome
B/K était 2 fois plus élevée qu’au génome A. En considérant que A. duranensis est
génétiquement plus apparenté au génome A cultivé que ne le sont A. valida et A. batizocoi
pour le génome B cultivé (Robledo & Seijo, 2010), la proportion importante de loci distordus
au génome B/K indique un effet de la distance phylogénétique sur la DS. Par ailleurs, les
hotspots de DS étaient en faveur d’un des deux parents suggérant la présence d’une sélection
gamétique biologique ou involontaire dans les populations interspécifiques. La DS est
fréguemment observée au sein des croisements interspécifiques et a été souvent attribuée a
des facteurs biologiques tels que la stérilité (Ouyang et al., 2010), I’incompatibilité gamétique
ou I’introgression positive d’un allele (Bodénés et al., 2016). Le taux de 25% de DS observé
au croissement Fleurl1xAbAd est exactement le méme que celui rapporté au croisement entre
I’amphidiploide TxAG6 ([(A. batizocoi x (A. cardenasii x A. diogoii)]) et A. hypogaea cv.
Florunner sur la base des marqueurs RFLP (Burow et al., 2001). De méme, le taux de DS de
11% observé au croisement AiAdxFleurll est comparable a celui rapporté entre AiAd et le
cultivar Runner IAC886 (Shirasawa et al., 2013; Bertioli et al., 2014).

Par ailleurs, certaines régions génomiques distordues communes a 2 ou 3 cartes genétiques
étaient impliquées dans des réarrangements chromosomiques (inversions et duplications). Les
réarrangements chromosomiques peuvent provoquer des obstacles de reproduction entre
especes et demeurent I’un des facteurs qui affecte 1’appariement des chromosomes lors de la
méiose (Ostberg et al., 2013). La compréhension des facteurs de DS ci-dessus identifiés peut
permettre une meilleure exploitation des amphidiploides sauvages en sélection. Par exemple,
en fonction de la direction et de I’intensité relatives de la DS, les régions distordues, en
particulier en faveur des alleles sauvage défavorable (ou favorable) pourrait entraver (ou
accélérer) le transfert des alléles économiquement importants au cours de la sélection
variétale par hybridation interspécifique.
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3.5.7.  Construction de la carte consensus et perspective pour I’amélioration
variétale.

Dans cette étude, nous avons développé avec succes une carte genétique consensus sur la base
de trois populations interspécifiques. Les trois cartes spécifiques ont montré un degré de
colinéarité remarquablement élevé, fournissant une base solide pour leur intégration. Les 3
cartes, contenant chacune entre 330 et 506 locus ont été intégrées en une carte consensus
comprenant 734 locus répartis sur 20 GL qui correspondent aux 20 chromosomes haploides
attendus chez 1’arachide tétraploide. La colinéarité entre les cartes individuelles et la carte
consensus a indiqué une relative bonne intégration et le programme MergeMap utilisé a cette
fin a été précédemment utilisé pour la construction de cartes consensus chez des plantes telles
que le pois (Sudheesh et al., 2014), la féve (Satovic et al., 2013), le haricot commun (Galeano
etal., 2012) et I' orge (Mufioz-Amatriain et al., 2011).

Comparativement aux cartes consensus issues des croisements intraspécifiques (cultivés), le
nombre de marqueurs de notre carte consensus est largement plus important. La premiere
carte consensus chez l’arachide a été développée a partir de trois populations RIL et
comportait 175 loci répartis sur 22 GL (Hong et al., 2010). En utilisant deux, trois et deux
populations RIL respectivement, Sujay et al., (2012), Gautami et al., (2012b) et Qin et al.,
(2011) ont développé une carte consensus comportant respectivement, 225, 293 et 324 loci
cartographiés. Les quatre cartes consensus mentionnées ci-dessus issues de 10 populations
RIL ont été intégrées a la carte interspécifique de Foncéka et al., (2009) pour développer une
"carte génétique consensus international de référence" comportant 897 loci reparties sur 20
GL avec une densité moyenne de 4,4 cM (Gautami et al., 2012a). Théoriquement, toute carte
génétique calculée est robuste si les données le permettent et la qualité d’une carte consensus
dépend fortement du nombre de marqueurs communs entre les cartes individuelles de la carte
consensus (Endelman & Plomion, 2014; Mester et al., 2015). En raison des contraintes de
polymorphisme au sein du cultigéne seul un marqueur était commun aux 11 cartes
individuelles de la carte consensus de Gautami et al., (2012a). La carte consensus
interspécifique proposée dans cette étude est établie sur la base de 122 marqueurs communs
aux cartes individuelles et tire avantage de 1’utilisation d’une méme méthode de cartographie.
Cette carte consensus interspécifique renforce la stratégie d’utilisation des espéces sauvages
en cartographie compte tenu du polymorphisme élevé de I’ADN de ces espéces.

L'utilisation de trois populations interspécifiques avec des especes d’origine génétique diverse
a permise de cartographier un nombre de marqueurs plus important sur la carte consensus que
sur des cartes individuelles et de parvenir a une plus grande couverture du génome.
L'avantage en termes de nombre de marqueurs nouvellement cartographies était
remarquablement important. Une augmentation de 228 (31%) marqueurs a été obtenue au
regard de la population F2> qui disposait du plus grand nombre (506) de marqueurs
comparativement aux deux autres populations. Ces résultats sont trés semblables a ceux
obtenus chez diverses plantes, pour lesquelles plusieurs populations de cartographie ont
permis d’augmenter la proportion de loci cartographiés a partir du pedigree le plus
polymorphe (Pelgas et al., 2005; Bodéneés et al., 2016). La carte consensus construite dans
cette étude est a notre connaissance la premiére carte génétique dérivée de plusieurs
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populations interspécifiques chez 1’arachide tétraploide. Ceci suggere que la carte refléte une
bonne diversité génétique chez le genre Arachis. En considérant qu'une densité moyenne de
10 cM entre marqueur est nécessaire pour la détection de QTL, cette carte génétique avec une
densité moyenne de 3,9 cM fournit une base solide pour des études d’analyse génétique, de
détection de QTL et de sélection assistée par marqueur. Toutefois, il convient de noter que la
carte génétique peut étre améliorée au regard de la densité relativement non uniforme des
marqueurs sur la carte.

La carte consensus a couvert avec succes la carte physique des espéces diploides ancestrales
de I’arachide cultivée. L’incohérence entre les cartes peut provenir de la différence entre les
espéces ou d'erreurs de cartographie/séquencage. Compte tenu des efforts qui ont été déployeés
pour séquencer les génomes des ancétres diploides de 1’espéce cultivée (Bertioli et al., 2016),
on peut se demander combien d'autres espéces du genre Arachis seront séquencées pour
comparaison. En dépit des progres de séquencage a haut débit de « I'ere génomique », le défi
a obtenir de séquences de haute qualité et a déeterminer avec précision leur position
chromosomique reste entier. Ce probléme se pose avec acuité pour des especes polyploides,
en raison de la similarité de séquence entre les génomes homéologues (Limborg et al., 2016).
Néanmoins, la carte consensus développée dans cette étude peut servir d’outil de base pour
I’assemblage des séquences de génome.

3.6.Conclusion

En résumé, deux cartes génétiques ont été construites dans cette étude et intégrées a une carte
publiée pour développer une carte consensus a partir des croisements interspécifiques chez
I’arachide. Ces ressources génomiques ont fourni une estimation de la variation entre les
especes sauvages et l’espéce cultivée en termes de distance génétique, distorsion de
ségregation, taux de recombinaison et structure du génome. La cartographie comparative a
indiqué un faible nombre de réarrangements chromosomiques chez les especes Arachis
utilisées et a permis d’identifier quelques réarrangements ayant conduit a la diversification du
caryotype des génomes A, B et K. Un taux de recombinaison différentiel entre les especes
sauvages et l’espéce cultivée a été observé et portait la signature d’une différence
phylogénétique. La divergence phylogénétique, les réarrangements chromosomiques et la
polysomie sont apparus comme des facteurs importants a 1’origine de la distorsion de
ségrégation. L’analyse du caryotype d’Arachis a indiqué un niveau élevé de duplications
segmentaires dans certains cas impliquées dans la restructuration interchromosomique. La
carte consensus proposée dans cette étude est une ressource précieuse qui aidera a la
caractérisation des populations, a la sélection assistée par marqueurs ou encore au pilotage des
introgressions des segments sauvages dans le fonds génétique des variétes cultivées.
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Chapitre 4: Analyse AB-QTL et identification d’alleles nouveaux
d’origine sauvage favorables a 'amélioration de la productivité et de
I'adaptabilité de I'arachide cultivée
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4.1. Résumé

L’arachide cultivée (2n=4x=40, AABB) est une légumineuse a graines a faible variabilité
génetique. Cette limite d’ordre génétique constitue un obstacle a 1’amélioration de sa
productivité et de son adaptabilité a certaines contraintes de culture telles que la sécheresse et
les maladies foliaires. En vue d’¢largir la base génétique du cultigene et d’identifier les alléles
d’intérét agronomique dans le réservoir que représentent les espéces sauvages apparentées,
une population AB-QTL (BC2F4) issue du croisement entre I’espéce cultivée Arachis
hypogaea var Fleurll et I’amphidiploide sauvage ISATGR278-18 ((A. duranensis (AA) x A.
batizocoi(KK))*) a été développée. Un total de 133 lignées, génotypées a 220 marqueurs
SSR, a été évalué dans 4 environnements contrastés au Sénégal pour 37 caracteres
phénologiques, physiologiques et agronomiques. Nos résultats montrent qu’une trés forte
variabilité existe dans la population pour les 37 variables étudiées. L'analyse AB-QTL a
permis de détecter 232 QTL dans I’ensemble des 4 environnements avec une proportion de 71
% des QTL qui sont communs aux 4 environnements et 29 % qui sont spécifiques. Au total,
33 QTL ont été¢ détectés pour la floraison, 27 pour ’architecture de la plante, 17 pour
I’architecture de la feuille, 130 pour les composantes de rendements, 8 pour des caracteres
physiologiques, 13 pour les indices de tolérance a la sécheresse et 4 pour la cercosporiose. La
plupart des QTL ont été localisés sur les chromosomes A4, A5, A8, B1, B5, B6 et B8. De
plus, 74 QTL (32,5%) ont été identifiés dans des régions homéologues indiquant, pour ces
régions, une bonne cohérence entre homologie structurale et fonctionnelle des génomes A et
B/K chez I’arachide. Sur les 232 QTL détectés, 80 (34,5%) ont des alleles favorables
provenant de 1’amphidiploide sauvage. Par exemple, deux QTL, IPAHM524 B au
chromosome B6 et Ah3TC39B04 B au chromosome B4 ont eu des effets favorables en raison
de la présence d'alleles sauvages responsables respectivement de I'augmentation de 14,7 g du
poids de 100 gousses en condition de stress hydrique et de 13,4% de la résistance a la
cercosporiose. Nos résultats ont montré que la population AB-QTL développée et les especes
sauvages d'arachide sont des ressources genétiques précieuses qui peuvent étre utilisées pour
I’amélioration de plusieurs caractéres d’intérét agronomique. Les QTL que nous avons
identifiés dans nos travaux, particulierement ceux pour lesquels les alleles sauvages ont des
effets bénéfiques, seront utilisés pour créer des variétés €lites a haut rendement et tolérante a
la cercosporiose et a la secheresse.

Mots clés: Arachide cultivée, AB-QTL, alléles sauvages, amélioration, cercosporiose,
sécheresse.
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4.2. Introduction

L’arachide cultivée, Arachis hypogaea L., est une légumineuse a graine, autogame,
allotétraploide (2n = 4x = 40, AABB) a base génétique étroite (Husted, 1936; Smartt et al.,
1978). Cette base génetique étroite n’offre aux sélectionneurs que trés peu de variabilité
génétique pour aborder les principales contraintes de la culture parmi lesquelles la sécheresse
et les maladies. Toutefois, les especes sauvages du genre Arachis, section Arachis,
apparentées a ’arachide cultivée présentent une forte diversité génétique (Barkley et al.,
2007; Friend et al., 2010; Bechara et al., 2010; Khera et al., 2013). Ces espéces sauvages
natives d’Amérique du Sud (Simpson et al., 2001) ont évolué dans des environnements
contraints et variables et ont accumulé au cours de leur histoire évolutive des capacités
d’adaptation a une vaste gamme d’écologies (eau, température, type de sol, altitude et
végétation) (Nevo & Chen, 2010). Elles constituent une source importante pour
I’élargissement de la base génétique du cultigene et représentent un excellent réservoir
d’alleéles qui peuvent étre utilisés pour 1’amélioration de caractéres simples tels que la
résistance aux maladies mais aussi de caracteres plus complexes tels que la tolérance a la
sécheresse et le rendement (Fonceka et al., 2012a; Rami et al., 2014).

Chez l'arachide, les barrieres que représentent la différence de niveaux de ploidie entre
especes sauvages et cultivé ont été récemment levées par le développement et 1’exploitation
de tétraploides synthétiques (Simpson, 2001; Favero et al., 2006; Mallikarjuna et al., 2011a).
Cependant, le transfert d’alléles sauvages dans le pool génétique cultivé est limité par la
coexistence des alléles favorables et défavorables souvent associée aux lignées issues
d’hybridation interspécifique (Stalker et al., 2016). Pour capturer les all¢les sauvages d’intérét
agronomique et tirer profit de leur utilisation en sélection variétale, la stratégie ‘Advance
Backcross-Quantitative Trait Loci’ (AB-QTL) a été proposée par Tanksley & Nelson, (1996).
Cette stratégie permet d’identifier et d’introgresser simultanément des alléles sauvages
d’intérét dans un fonds génétique élite. Elle a été utilisée pour la premiere fois chez la tomate
et a été appliquée avec succés chez de nombreuses plantes cultivées a faible diversité
génétique (Wang & Chee, 2010; Sayed et al., 2012). Une analyse AB-QTL a aussi été
appliquée chez I’arachide ((Fonceka et al., 2012a) et plusieurs QTL dont les alléles favorables
provenaient du parent donneur sauvage ont été identifiés. Plus récemment, Burow et al.,
(2014) ont introgressé chez une variété élite des segments chromosomiques d’origine sauvage
porteurs d’alleles de résistance aux nématodes. Ces résultats attestent du potentiel des especes
sauvages pour I’amélioration variétale de I’arachide.

L’arachide est principalement cultivée dans des régions arides ou la sécheresse est considérée
comme le facteur le plus limitant de sa productivité. De méme, les cercosporioses (tardive et
précoce) sont les maladies fongiques qui provoquent le plus de dégats chez ’arachide avec
des impacts sur la réduction de la production compris entre 30 et 70 % (Khera et al., 2016).
Pour lever ces contraintes, 1’amélioration variétale est une voie durable compte tenu de la
réduction des ressources en eau et de la non-durabilité environnementale généralement
associée au contrdle phytosanitaire des maladies. Cependant, la tolérance a la sécheresse reste
un caractere tres difficile a améliorer dans le cadre des programmes actuels de sélection. En
effet, la sélection pour ce caractere est limitée par les nombreuses interactions
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génotype*environnement (Malosetti et al., 2008; Vadez et al., 2013) et par son déterminisme
plurigénique (Sayed et al., 2012). Ravi et al., (2010) et Gautami et al., (2012b) ont identifié
des QTL a effets faibles et un nombre élevé de QTL épistatiques associés a la tolérance a la
sécheresse sur des populations impliquant exclusivement des variétés cultivées. Par ailleurs,
les méthodes de phénotypage pour des caractéres complexe comme le rendement et la
tolérance a la secheresse sont laborieuses (Houle et al., 2010; Pasupuleti & Nigam, 2013) et
certaines approches de sélection sont inefficaces (Songsri et al., 2009). La compréhension du
déterminisme génétique des caractéres complexe via 1’identification des QTL apparait comme
une approche indirecte intéressante (Krishnamurthy et al., 2007).

Dans cette étude, nous avons développé une population AB-QTL a partir du croisement
interspécifique entre A. hypogaea var. Fleurll et le tétraploide synthétique ISATGR278-18
((A. duranensis x A. batizocoi)*®). Une analyse de la ségrégation des alléles parentaux dans la
descendance a été effectuée a 1’aide de marqueurs SSR afin d’étudier I’introgression des
segments chromosomiques sauvages dans le fonds génétique cultivé. Nous avons ensuite
étudié la variabilité phénotypique des lignées AB-QTL a 37 caractéres et conduit une analyse
d’association phénotype-génotype via 1’approche AB-QTL. Cette analyse a permis a) de
détecter des QTL, b) d’étudier la co-localisation des QTL et ¢) d’analyser la répartition des
QTL en fonction des chromosomes et des génomes A et B/K. Les implications des résultats
obtenus pour la création variétale ont été discutées.
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4.3.Matériel et méthodes
4.3.1. Matériel végétal et développement de la population AB-QTL

La population AB-QTL a été développée a partir du croisement entre Arachis hypogaea (L.)
var. Fleur 11 utilisée comme parent récurent femelle et le tétraploide synthétique ISATGR
278-18 ((A. duranensis x A. batizocoi)®) utilisée comme parent male donneur. Le parent
cultivé Fleurll est une variété Spanish, a port érigée, a bec et constriction modérés (Figure
22), sensible a la cercosporiose, tolérante a la sécheresse et largement cultivée en Afrique de
I'Ouest. Le parent sauvage ISATGR278-18 a ete développé par I'CRISAT-Inde (Mallikarjuna
et al., 2011b). A I’issue de la premiére hybridation, les plantes F1 ont été différenciées des
plantes issues de l'autopollinisation de Fleur 11 sur la base de caractéres morphologiques
discriminants (feuilles vert foncé et port végétatif prostré). Les hybrides F1 obtenus ont été
autofécondés pour générer une population F> de 90 individus, utilisée pour la construction
d’une carte de liaisons génétiques présentée aux chapitres 2 et 3. En paralléle, ’hybridation
initiale a été suivie de deux cycles de rétrocroisement générant successivement des individus
BC1F; et BCoF1. Ces individus ont été différentiés des plantes issues de l'autopollinisation de
Fleur 11 grace a des marqueurs SSR. Trois cycles d’autofécondation par la méthode single
seed descent (SSD ou filiation monograine) ont ensuite été effectués a partir de la génération
BCoF1 pour géneérer des lignées BCoF4 (Figure 23). Tous les croisements ont été effectués
dans des pots en plastique en serre au CERAAS entre 2012 et 2014.

A. duranensis (AA) X A. batizokoi (KK)
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i( Fy T Fleur 11
BC,F, If Fleur 11
BC,F,
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<~Population F, V
<+ Population AB-QTL BC,F,

Figure 22. Schéma du développement des populations F2 et AB-QTL.
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4.3.2. Génotypage des lignées AB-QTL

L’ADN génomique des 2 parents et des lignées BC2F4 a été extrait a partir des echantillons de
jeunes feuilles, suivant le protocole MATAB (Mixed AlkylTrimethyl Ammonium Bromide)
décrit au chapitre 1. Les parents et les lignees BC2F4 ont été génotypés a I’aide des marqueurs
d’une carte génétique de travail (CGT). La CGT a été définie a partir de la carte génétique
compléte Fleurl1xISATGR278-18 développée au Chapitre 3 et comporte 220 marqueurs
distribués sur les 20 GL avec une densité moyenne de 1 locus tous les 9 cM. Le génotypage et
la lecture des gels ont été réalisés en suivant le méme protocole que celui décrit au chapitre 2.
Les individus de génotype homozygote pour les alléles du parent cultivé ont été notés « a »,
ceux homozygotes pour les alléles du parent sauvage « b » et les individus hétérozygotes
«h» Les données manquantes ont eté notées "x" et les bandes nulles dérivees des
recombinaisons entre génomes homéologues ont été notées "N".

4.3.3. Analyse statistique de la ségrégation des marqueurs dans la population
AB-QTL

La ségrégation des locus a été analysée et comparée au ratio de ségrégation attendu en
utilisant le test Khi-Deux de la fonction « mapping segregation distortion » du logiciel ICIM
mapping (Meng et al., 2015). Les proportions des génotypes attendus pour un locus marqueur
dans une population BC2F4 sont : (i) 87,94 «a» (homozygotes parent cultivé) (ii) 10,94 «b»
(homozygotes parent sauvage) et (iii) 3,12 « h » (hétérozygotes). Les données génotypiques
nulles (« N ») issues de recombinaisons entre génomes homéologues ont été substituées en
données manguantes (« X ») avant de réaliser le test statistique. Les loci marqueurs déviant
significativement (P <0,05) du rapport théorique attendu ont été considérés distordus.

4.3.4. Analyse moléculaire de ’introgression des segments chromosomiques
Sauvages

Une analyse moléculaire des alléles parentaux dans la descendance AB-QTL a été effectuée
afin d’étudier le niveau d’introgression des segments chromosomiques sauvages dans le fond
génétique cultivé. Le taux d’introgression des segments chromosomiques sauvages en
fonction des GL et des génomes A et B/K a été estime en utilisant la commande «statistic» du
logiciel GGT (Berloo, 2008). La répartition de segments chromosomiques sauvages et leur
nombre relatif en fonction des lignées AB-QTL ont été analysés. La représentation graphique
des génotypes des lignées AB-QTL a été établie a l'aide au logiciel R.

4.3.5. Phénotypage de la population AB-QTL
4.3.5.1. Environnements de phénotypage

Le phénotypage de la population AB-QTL a été effectué dans 4 environnements au Sénégal
dont 2 a la station expérimental du Centre National de Recherche Agronomique (CNRA) de
Bambey, 1 a la station de Nioro et la derniére a la station de Sinthiou-Maleme (Figure 23). A
la station de Bambey, deux environnements correspondant aux régimes de stress hydriques ci-
apres désigné « STR » et d’évapo-transpiration maximale ci-aprés désigné « ETM », ont été
utilises. Le phénotypage a Bambey a été effectué au cours de la contre saison froide 2014
(Octobre-Janvier). Le phénotypage dans les environnements de Nioro et Sinthiou ci-aprés
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nommés respectivement N15 et S15 a été effectué au cours de I’hivernage 2015 (Juillet-
Octobre).

Dans les stations de Bambey (14°42°LN et 16°28” LO), de Nioro (13°45°LN et 15°47°LO) et
de Sinthiou-Maleme (13°49° LN et 13°54° LO), les sols sont de type ferrugineux tropicaux
avec des teneurs en sable compris entre 80% et 90% et des teneurs en argile compris entre 3 et
20%. Dans les stations de Nioro et de Sinthiou-Maléme, le climat est de type soudano-
sahélien avec une pluviométrie de 850 et 800 mm respectivement. Les données de
pluviométrie, de température et d’humidité relative ont été obtenus aupres des stations
météorologiques de chaque site.
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Figure 23. Localisation géographique des environnements de phénotypage.
Les points de couleur verte, rouge, jaune et bleue indiquent respectivement les
environnements ETM, STR, N15 et S15

4.3.5.2. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé dans chacun des 4 environnements a été un alpha-lattice a 3
répétitions.

Dans les 2 environnements STR et ETM de Bambey, le facteur génotype étudié comportait
138 niveaux dont 133 lignées AB-QTL et le parent Fleurll représenté 5 fois. Chaque
répétition a été divisée en 3 bandes a raison de 2 blocs de 23 génotypes par bande. Les bandes
d’une méme répétition étaient séparées par une allée de 1,5 m et celles de deux répétitions
consécutives par une allée de 2 m. La parcelle élémentaire au sein d’une bande était
constituée d’une ligne de 3m sur laquelle 10 plantes du méme génotype ont été semées avec
un espacement de 30 cm entre plantes sur une méme ligne et de 50 cm entre deux lignes
adjacentes (Figure 24).
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Pour une meilleure gestion des deux régimes hydrigues, les régimes STR et ETM ont été
séparés par une allée de 15 m. L’expérimentation a débuté le 02 octobre a Bambey, date
correspondante a la fin de la saison pluvieuse. Une irrigation d’appoint a été effectuée en
raison de 30 mm d’eau par semaine. Le stress hydrique a été imposé progressivement a partir
du 60™ jour aprés semis (JAS), correspondant au stade de remplissage des gousses, par un
apport d’eau de 30 mm tous les 15 jours. En ETM, l’irrigation a été poursuivie a raison de 30
mm chaque semaine jusqu’a la récolte (95 JAS). L’état hydrique du sol a été mesuré tous les 4
jours a I’aide d’une sonde de type DIVINER.

Dans les environnements N15 et S15, le facteur génotype étudié comportait 140 niveaux (133
lignées AB-QTL et le génotype Fleurll représenté 7 fois). Le dispositif en alpha-lattice utilisé
était constitué de 10 blocs par répétition et 14 parcelles élémentaires par bloc. Les blocs de
chaque répetition ont été répartis en 2 bandes en raison de 5 blocs par bande. La distance entre
2 bandes au sein d’une méme répétition était de 1 m et de 1,5 m entre 2 répétitions
consécutives. La parcelle élémentaire au sein d’une bande était constituée d’une ligne de 3 m
sur laquelle 10 plantes du méme génotype ont été semées avec un espacement de 30 cm entre
plantes sur une méme ligne et de 50 cm entre deux lignes adjacentes.

Figure 24. Photo du dispositif expérimental dans les environnements ETM et STR a Bambey

4.3.5.3. Conduite agronomique

Dans chacun des 4 environnements, un labour profond a été effectué avant le semis suivi d’un
offsetage 3 jours apres pour préparer le lit de semis. Une dose de 150 kg/ha d’engrais 6-20-10
a été apportée sous forme d’engrais de fond. Le semis a été effectué manuellement a raison
d’une graine par poquet préalablement traitée au GRANOX (10% de Captafol, 10% de
bénomyl et 20% de carbofuran) afin de prémunir la plante des attaques parasitaires. A la levée
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et durant tout le cycle du développement végétatif, des sarclo-binages ont été effectués de
facon périodique pour éliminer les mauvaises herbes. Un apport d’urée (46-0-0) et de NPK (9-
23-30) a la dose de 100 et 200 kg a I’hectare a été effectué respectivement au 15°™ et au
30"Mme JAS, La récolte a été faite au 95 JAS, suivie d’un séchage a 1’air libre pendant un mois.

4.3.5.4. Mesures phénotypiques

Trente-sept (37) caracteres relatifs a la floraison, a la physiologie, a I’architecture de la plante
et de la feuille, a la morphologie de la gousse et de la graine, a la cercosporiose et aux
composantes du rendement ont été mesurés. Les caracteres mesurés en fonction des
environnements, leur notation et leur unité respective sont présentés au Tableau 8.

Floraison

Le nombre de jours entre le semis et la date d’apparition de la premiére fleur (D1F) et celui
entre le semis et la floraison d’au moins 50 % de plantes (D50F) ont été comptés. La couleur
de la fleur (CF) a été notée au niveau de la corolle. La présence/absence de fleurs sur la tige
principale (FTP) a été notée durant une période de 6 jours pendant le stade de pleine floraison
(37-47 JAS) suivant une échelle de 0 a 3 ou O=absence de la fleur sur la TP, 1=présence de la
fleur a la moitié inferieur de la TP, 3= présence de la fleur & la moitié supérieur de la TP.

Architecture de la plante

Le port de la plante (PT), la longueur de la tige cotylédonaire (LTC) et la hauteur de la tige
principale (HTP) ont été mesurés sur toutes les plantes de la parcelle expérimentale
respectivement au 60"™ et 65°™ JAS. Le port de la plante a été enregistré suivant deux
modes. Le premier mode a consisté a rapporter la longueur de la section rampante de 1’une
des deux tiges cotylédonaires sur la longueur totale. Le deuxiéme mode a consisté a noter le
port de la plante suivant I’échelle 1 a 6 du descripteur de 1’arachide ou 1 = étalé 1, 2 =¢talé 2,
3 =rampant 1, 4 = rampant 2, 5 = rampant 3 et 6 = érigé. La longueur de la tige cotylédonaire
a ét¢ mesurée de l’aisselle cotylédonaire au bourgeon terminal de I'une des deux tiges
cotylédonaires. La hauteur de la tige principale a été mesurée de la base cotylédonaire a
I’apex de la tige principale. Toutes les mesures ont été effectuées a 1’aide d’une régle graduée
en cm. Par ailleurs, la couleur des tiges (CT) a été observée et notée suivant une échelle de 1 a
4 ou 1=vert, 2=vert-pourpre, 3= pourpre-vert et 4 = pourpre. De méme, la pubescence des
tiges (PT) a été observée et notée suivant une échelle de 1 a 4 ou 1=glabre, 2=faible pilositeé,
3= pilosite moyenne et 4=forte pilosite.

Architecture de la feuille

La longueur de la foliole apicale (LFa) et subapicale (LFs), la largeur de la foliole apicale
(IFa) et subapicale (IFs), la longueur du pétiole (Lp), la longueur de la feuille (LFII) et la
surface foliaire (SF) ont été mesurées sur la plus jeune feuille mature de 3 plantes de chaque
génotype. La plus jeune feuille mature correspond a la deuxieme feuille complétement
épanouie ou encore a la feuille de 3™ rang sous 1’apex de la tige principale. La longueur et
largeur des folioles et la longueur du pétiole ont été mesurées a I’aide d’une régle graduée en
cm. La longueur de la feuille et la surface foliaire ont été estimées sur trois plantes par
génotype a 1’aide du programme d’analyse des images bidimensionnelles WinRHIZO (v. 5.0,
Regent Instruments, Inc., Quebec, QC, Canada).
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Morphologie de la gousse et de la graine

Le bec (Bec), la constriction (Cons), la longueur (LGo) et la largeur (IGo) de la gousse ont
été évalués apres la récolte sur un échantillon de 30 gousses par génotype. Le bec (noté O :
absent, 3: mince 5: modéré, 7: prononcé, 9: tres prononce) et la constriction (noté O :
absent, 3 : léger, 5: modéré, 7 : profond, 9 : trés profond) des gousses ont été notés suivant
I’échelle du descripteur pour l'arachide. La longueur et la largeur de la gousse ont été
mesurées a l'aide d'un pied a coulisse numérique. La longueur (LGr) et la largeur (IGr) des
graines ont été mesurées sur 30 graines de chaque génotype a 1’aide d'un pied a coulisse
numérique.

Parametres physiologiques

Des mesures de teneur en chlorophylle des feuilles (SPAD), de température foliaire (TF), de
fluorescence chlorophyllienne (Fluo) et d’indice de performance photosynthétique (PI) des
plantes stressées et non stressées ont été effectuées sur une base hebdomadaire a partir de la
premiére semaine de 1’imposition du stress hydrique. Ces mesures ont été effectuées sur la
deuxiéme feuille mature de trois plantes pour chaque génotype. Le SPAD a été évalué a I’aide
d’un SPAD métre (SPAD-502, Konica Minolta Sensing Inc., Japan). La température foliaire a
¢été mesurée a l'aide d’un télé-thermometre infrarouge (Quicktemp 860-T2 Testo AG, D-
79853 Lenzkirch, Germany). La fluorescence chlorophyllienne a été mesurée a ’aide du
Handy PEA (Hansatech Instruments Itd) et les variables Fv/Fm (Fluo) et Pl ont été extraites.

Composantes de rendement et indices de tolérance au stress hydrique

Les composantes du rendement ont été déterminées a la récolte. La biomasse totale a été
pesée et rapportée au nombre de plantes récoltées pour déterminer la biomasse totale par
plante (BT). Les gousses ont ensuite été prélevées et pesées pour déterminer le poids gousse
par plante (PGo). Le poids fanes par plante (PFa) a été calculé en faisant la différence entre la
biomasse totale et le poids gousses par plante (PFa=BT-PGo). Cent (100) gousses par
génotype ont été échantillonnées au « hasard » et pesées pour déterminer le poids de 100
gousses (P100Go). Les 100 gousses ont été decortiquées et les gousses matures a péricarpe
interne de couleur noir ont été comptées pour déterminer le pourcentage de maturité gousses
(MGo). Les graines m(res contenues dans les 100 gousses ont été séparées des graines
immatures et comptées pour déterminer le pourcentage de maturité graines (MGr). Toutes les
graines matures ont ensuite été pesées. On a calculé le poids de 100 graines (P100Gr) en
rapportant le poids des graines matures sur le nombre de graines matures multiplié par 100.
L'indice de récolte (IR) a été calculé en pourcentage en rapportant le poids gousse par plante a
la biomasse totale par plante (IR= PGo/BT).

Les indices de tolérance au stress (ITS) relatifs aux deux environnements ETM et STR ont été
calculés pour la biomasse totale (ITS_BT), le poids gousse (ITS PGo) et le poids fane
(ITS_PFa) par plante, le poids de 100 gousses (ITS P100Go) et le poids de 100 graines
(ITS_P100Gr). La formule suivante de Fernandez, (1993) a été utilisée:

ITS = (Ystr * Yerm) / (YeT™) 2

ou Ystr = valeur du phénotype de I'individu (i) pour un caractére donné dans I'environnement
stressé, Yetm = valeur du phénotype de I’individu (i) pour un caractéere donné dans
’environnement irrigué et Yerm = valeur moyenne de tous les génotypes dans
I’environnement irrigué.
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Phénotypage pour la cercosporiose

Le phénotypage pour la cercosporiose a été effectué dans la station de Nioro ou il existe une
forte pression de la maladie en hivernage. Les notations ont été faites toutes les semaines a
partir de 1’apparition des premiers symptomes, caractérisés par des taches de couleur noire
entourées d’un halo jaune. La sévérité de la cercosporiose a ét¢ notée suivant 1’échelle de 1 a
9 de Subrahmanyam et al., (1995) ou 1 indique une absence de symptdme et 9 une défoliation
complete.

4.3.6. Analyses statistiques
4.3.6.1. Analyse de la variance

Pour les analyses statistiques, les données qualitatives telles que le bec et la constriction de la
gousse ont d'abord été transformées en données quantitatives en rapportant la fréquence de
chaque classe phénotypique au nombre total d'observations. Toutes les analyses statistiques
ont été effectuées a 1’aide du programme R. Des analyses de statistiques descriptives
(moyenne et écart-type) ont été effectuées pour chaque caractere dans chaque environnement
et sont présentées au Tableau 8. Le test statistique de Dunnett a été utilisé pour déterminer les
différences significatives entre le parent récurent cultivé Fleur 11 et les lignées AB-QTL. La
normalité des résidus des données a été vérifiée a I’aide du test de Shapiro et I’homogénéité
de la variance a été vérifiée a I’aide du test de Bartlett au seuil de signification de 5%.
L’analyse de variance (ANOVA) a ensuite été effectuée dans chaque environnement pour
estimer les effets génotype, répétition, bloc et d'interaction en utilisant le modéle linéaire
standard suivant :

Yijk = p + Gi + 1j + bjk + eijk

Ou Yijk = valeur observée pour un caractére donné, p = moyenne de la population, Gi = effet
génotype, rj = effet répétition, bjk = effet bloc dans la répétition et eijk = erreur résiduelle.

Par ailleurs, aux environnements stressé et irrigué, les effets du régime hydrique, du génotype
et de leurs interactions respectives ont été analysés suivant le modeéle linéaire standard
suivant :

Yijkl = p + Gi + Wj + rjk + bjkl + Gi * Wj + eijkl

ou Yijkl = valeur observée pour un caractére donné, u = moyenne de la population, Gi = effet
génotype, Wj = effet régime hydrique, rjk = effet répétition dans régime hydrique, bjkl =
interaction génotype* régime hydrique et eijkl = erreur résiduelle.

Les moyennes ajustées de chaque caractere ont été extraites a partir des résultats du modele de
I’analyse de variance en utilisant le package Lsmeans au logiciel R. Dans le modeéle, nous
avons considéré les génotypes, les répétitions et des blocs dans les répétitions en effets fixes.
Les moyennes ajustées obtenues ont été utilisées pour I’analyse des corrélations (Pearson), les
analyses multivariées, 1’estimation des paramétres génétiques et I’analyse génétique AB-QTL.

4.3.6.2. Corrélations statistiques et analyses multivariées

Les coefficients de corrélation de Pearson ont permis d’étudier les corrélations entre les
différents parametres étudiés. Ces coefficients ont été estimés a 1’aide du logiciel Statistix 8.1
et la représentation graphique via des corrélogrammes a été réalisée a 1’aide du logiciel R.
L’analyse en composantes principales (ACP) a été effectué¢e pour identifier les groupes de
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caractéres les plus homogénes et pour visualiser dans 1’espace les corrélations entre
caracteres. Les caractéres étudiés ont ensuite servi a la classification ascendante hiérarchique
(CAH) selon la méthode d’agrégation de Ward-D2 en utilisant la distance euclidienne.
L’analyse factorielle discriminante (AFD) a été effectuée pour étudier la structuration de la
population AB-QTL sur la base des caractéres étudiés dans chaque environnement.

4.3.6.3. Analyse des parameétres génétiques

La variabilité de chaque caractére dans la population a éte étudiée et partitionnée en variation
due a des facteurs environnementaux et en variation due aux facteurs génétiques. Ainsi, pour
chacun des caractéres dans chaque environnement, les parametres génétiques ont été estimes a
partir des composantes de 1’analyse de variance. Les variances génotypique (Vg) et
phénotypique (Vp), les coefficients de variation génotypique (CVg) et phénotypique (CVp),
I’héritabilité au sens large (H?) et le gain génétique attendu par rapport a la moyenne du
caractére dans la population (GA) ont été calculés selon les formules suivantes utilisées par
Singh, (2014) et Rehman et al., (2010):

Variance génotypique Vg = (MSG- MSE)/r ou MSG= carré moyen des génotypes,
MSE-= carré moyen de I’erreur, r= nombre de répétitions

Variance phénotypique Vp = Vg + (MSE/r) = MSG/r
Héritabilité au sens large H* = (VG/VP) = 100

Coefficient de variation génotypique CVg = (V(V,g/M) * 100 ol M= moyenne du caractére
dans la population

Coefficient de variation phénotypique CVp = (V(Vp/M)x100

Gain génétique attendu GA = ((H? = /(Vp * I) )/M) = 100 ou I= constante de sélection.
Avec un coefficient de sélection choisi de 10 %, | = 2,06.

4.3.6.4. Analyse de I’interaction Génotype*environnement

Les relations entre les environnements, la performance et la stabilité des lignées en fonction
des environnements ont été analysées suivant le modéle d'interactions G*E de la méthode
Biblot de Yan & Tinker, (2006). L utilisation des graphiques (biplots) a permis de représenter
et de visualiser les relations entre génotypes et environnements a l’aide du package
GGEGuiBiplot du logiciel R (Frutos et al., 2014).

4.3.7. Détectionde QTL

La détection de QTL pour chacun des caractéres dans chaque environnement a été réalisée en
utilisant le modele suivant:

Y=p+Px+azl +0z2 +¢

Ou y est le phénotype observé, p la moyenne de la population, a et 6 les effets additifs et de
dominance des QTL putatifs, z1 et z2 sont les probabilités des génotypes conditionnels aux
génotypes flanquant le QTL, fx la covariable famille BC1 (18 niveaux) et ¢ l'erreur résiduelle.
La détection des QTL a été réalisée en utilisant la cartographie d’intervalle (IM) avec la
méthode « em » du package qgtl du logiciel R (Broman et al., 2003; Arends et al., 2010).
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Fonceka et al., (2012a) ont indiqué un risque de détection de « faux » QTL en raison d’une
faible fréquence de l'alléle du parent sauvage a certains locus. Nous avons verifié la
composition génotypique de la population AB-QTL a chaque marqueur et évalué le nombre
d'individus dans chaque classe genotypique. Ainsi, les marqueurs pour lesquels le nombre
d'individus homozygotes pour le parent donneur et hétérozygotes était inférieur a 5 n’ont pas
¢té considérés pour 1’analyse AB-QTL. Par ailleurs, une structuration en famille a été
observée dans notre population AB-QTL. Par conséquent, la détection de QTL a été réalisee
en prenant en compte la structuration des lignées en famille et en incluant le facteur famille
BC1 en covariable dans le mode¢le d’analyse.

Pour déclarer la présence d’un QTL, une valeur seuil de LOD a été déterminée pour chaque
caractére en utilisant un test de permutations. La valeur seuil a un niveau de signification o =
5% a été fixée aprés 1000 permutations et les QTL ayant une valeur de LOD supérieure a ce
seuil ont été considérés significatifs. Toutefois, nous avons aussi considéré un seuil de
signification o = 10% pour certains QTL lorsqu’ils étaient aussi détectés dans un autre
environnement.

La variation phénotypique (R?) expliquée par chaque QTL et celle expliquée par tous les QTL
détectés a été calculée pour chaque caractére en prenant en compte 1’ensemble des QTL
détectés. La fonction makeqtl du package qtl a été utilisée pour ajuster un modéle comprenant
le QTL détecté (ou tous les QTL détectés) et la covariable famille BC:. L’analyse par IM
permet en général d’identifier un QTL par chromosome (Arends et al., 2010). En raison de la
probabilité de I’existence de deux QTL sur le méme chromosome, on a procédé a une analyse
de la courbe de LOD et vérifié 1’existence de 1 ou plusieurs pics distincts indiquant
respectivement la présence de 1 ou plusieurs QTL. Par ailleurs, les intervalles de confiance
(IC) des QTL ont été calculés par la méthode de décroissance du LOD d’une unité de part et
d’autre du pic du QTL.

4.3.8. Caractérisation des QTL

La colocalisation de QTL en fonction des caractéres d’une part et en fonction des
environnements d’autre part a été analysée. Pour deux caracteres, tous les QTL situés sur le
méme chromosome et dont les intervalles de confiance se recouvrent sont alors considérés
comme QTL communs. Les QTL détectés pour un méme caractére dans différents
environnements ont été considérés comme communs lorsqu’ils étaient situés sur le méme
chromosome avec des IC chevauchants.

Par ailleurs, la répartition des QTL a été analysée d’une part en fonction des GL et d’autre
part en fonction des génomes A et B/K. De plus, nous avons identifié les QTL localisés au
sein des régions génomiques a herédité polysomique. La représentation graphique des QTL a
été realisée a l'aide du logiciel Spidermap (Rami, non publié).
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4.4, Résultats
4.4.1. Développement de la population AB-QTL et stérilite

A T’issue du premier rétrocroisement, sur un ensemble de 500 plantes criblées par analyse
moléculaire, seul 22 (5%) ont été identifiées comme des BC1F1. Le taux de réussite de 5 %
observé pour ce croisement a été largement inférieur au taux de 86% observé au cours de la
méme peériode pour une autre population interspecifique notamment Fleurll x ISATGR52B
((A. duranensis x A. valida)®). Par ailleurs, au cours du développement de la population AB-
QTL, une stérilité a été observée chez certains individus dans les différentes générations de
backcross et d’autofécondation. En effet, le nombre d’individus fertiles a diminué de 12% du
stade genérationnel BC2F1 (189) a BCoF4 (156) (Figure 25). Sur les 166 genotypes BCaFa
obtenus, 10 étaient complétement stériles et 14 ont montré une faible fertilité caractérisee par
un nombre de gousses produites inférieur a 5 alors que le nombre de gousses par lignée variait
de 16 a 67 avec une moyenne de 36. Certains génotypes stériles avaient une production
surabondante de fleurs mais sans production de gynophore et d’autres des rameaux de petites
tailles sans aucune production de fleur durant le cycle végétatif (95 Jours).
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Figure 25. Evolution du nombre de génotype fertile et infertile du stade BC2F1 a BC2F4

4.4.2. Introgression des segments chromosomiques sauvages dans le fonds
génétique cultivé

L'analyse moléculaire de la population AB-QTL a clairement indiqué un taux d’introgression
différentiel des segments chromosomiques sauvages en fonction des génomes, des GL et des
lignées. En considérant la longueur totale des segments chromosomiques homozygotes
sauvages (SCHS) introgressée, nous avons observé deux fois plus d’introgression au génome
A (9196,4 cM) qu’au génome B/K (4080,4 cM). De méme, la proportion des SCHS par GL a
varié de 2 (GL A2) a 10,4% (GL A10) avec une moyenne de 6,13% au génome A et de 0 (GL
B10) a 6,4% (GL B1) avec une moyenne de 4 % au genome B/K (Figure 26). Par ailleurs, le
nombre de segments chromosomiques sauvages par lignée AB-QTL a varié de 3 a 34 avec
une moyenne de 16. Le génotype graphique des lignées est présenté a la Figure 27.
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La distorsion de ségrégation des marqueurs dans la population a été analysée. Sur I’ensemble
des 220 locus marqueurs, 173 (78%) ont été significativement distordus (P <0,05). Le nombre
de locus distordus au génome A (91) a été statistiquement comparable a celui du génome B
(82). Tous les locus ont été distordus en faveur du génotype cultivé, ce qui indique une
sélection positive en faveur de 1’all¢le du parent récurrent cultivé.
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Figure 26. Proportion des segments chromosomiques parentaux en fonction des GL.
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Figure 27. Génotype graphique des 133 lignées AB-QTL aux 20 GL de la carte génétique.
Les GL sont indiqués en colonne et les lignées AB-QTL en ligne. Les couleurs rouge, vert et
bleu indiquent respectivement les segments chromosomiques homozygotes cultivés,
homozygote sauvage et hétérozygotes. La couleur blanche indique les données manquantes.
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4.4.3. ldentification des recombinaisons entre chromosomes homéologues

dans la population AB-QTL

L’analyse des profils de ségrégation des marqueurs moléculaires utilisés a permis d’identifier
des recombinaisons entre chromosomes homéologues pour certaines lignées AB-QTL. Ces
recombinaisons ont été observées pour 4, 5, 4 et 3 lignées respectivement aux GL 3, 4, 6 et 7.
Un exemple de profil de ségrégation au marqueur Seql18G01 est présenté a la Figure 28.
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Figure 28. Images du profil de ségrégation au marqueur Seql8G01 dans les populations
AB-QTL et Fz.

Les parents, cultivé et sauvage occupent respectivement les «pistes» de migration 1, 2 ou 3 tel
qu’indiqué par les fleches noires. Les descendants AB-QTL et F»> occupent les pistes
restantes. La paire d'amorce Seql8G01 amplifie deux bandes chez chacun des 2 parents.
Chaque bande a été attribuée a un alléle génomique telle qu’indiquée par des fleches sur la
gauche de l'image. Les homéologues recombinants aux alléles du génome A (“Al” and
“A2”) et B/K sont observés et respectivement indiqués par des fleches de couleur verte et
rouge. Sur le profil de la population AB-QTL, deux lignées homéologues recombinants sont
observées.

Tableau 8. Récapitulatif des phénotypes évalues dans les environnements.
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Tableau 8. Récapitulatif des phénotypes evalues dans les environnements.

Phénotypes Notation Unité ETM STR N15 S15

Moyenne Fleurll Ecart-T Moyenne Fleurll Ecart-T MoyenneFleurll Ecart-T Moyenne Fleurll Ecart-T
Date premiére floraison D1F Jour 21.19 21.60 1.15 21.61 21.37 1.18 18.37 18.09 0.48 18.70 18.43 0.35
Date 50% floraison D50F Jour 23.58 23.34 1.25 23.73 23.08 1.32 21.31 2091 0.43 19.52 19.28 0.39
Couleur de la fleur CF echelle 1-3 1.43 1.00 0.73 1.44 1.03 0.73 1.46 0.99 0.73 1.46 1.00 0.74
Couleur de la tige CT echelle 1-4 242 1.94 0.44 242 1.94 0.44 - - - - - -
Pilosité de la tige PT echelle 1-4 2.35 1.74 0.55 2.37 1.84 0.54 - - - - - -
Pilosité de la feuille PF echelle 1-4 211 1.79 0.64 211 1.69 0.84 - - - - - -
Hauteur tige principale HTP cm 13.22 13.78 2.58 13.07 14.05 2.46 14.36 13.72 3.21 28.12 3091 493
Port de la plante PP % : = = 2091 2.07 2647 18.91 1.98 25.37 - - -
Port de la plante IBPGR echelle 1-6 - - - 5.40 6.04 0.85 - - - - - -
Longueur tige cotyledonaire LTC cm - - - 9.58 9.67 2.56 - - - - - -
Fleur tige princiaple FTP echelle 0-3 1.05 1.05 0.64 1.06 1.39 0.66 - - - - - -
Biomasse totale/ plante BT g 120.22 14819 31.52 88.30 115.52  23.17 117.14 14147 25.66 16237 196.79 3441
Poids gousse/ plante PGo g 34.83 46.17 12.90 20.94 28.82 8.07 47.57 67.09 12.43 42.64 57.29 12.40
Poids fanes / plante PFa g 85.39 102.03  22.63 67.35 86.70 18.47 69.56 74.37 19.22 119.73 13949 2794
Indice de recolte IR % 28.76 30.39 6.26 23.55 25.34 6.59 40.84 47.57 6.98 26.39 29.42 5.85
Longueur gousse LGo mm 25.90 27.53 1.98 25.00 28.33 1.86 25.29 26.13 1.85 25.85 27.02 1.57
Largeur gousse 1Go mm 11.38 12.57 0.90 11.95 13.43 1.08 10.89 11.37 0.46 11.23 11.84 0.49
Longueur graine LGr mm 12.75 13.28 0.93 13.16 14.16 1.01 13.09 13.47 0.74 13.46 13.89 0.76
Largeur graine 1Gr mm 7.69 8.19 0.45 8.23 8.96 0.50 7.88 8.22 0.29 8.00 8.32 0.26
Poids 100 gousses P100Go g 104.00 148.70  21.17 97.06 13113 22.24 90.28 11819 1643 98.76 12986 17.31
Poids 100 graines P100Gr g 54.42 70.17 8.43 47.16 58.30 9.64 44.54 52.45 6.16 4497 54.55 6.62
Maturité (gousses) MGo % 60.30 64.62 16.75 57.75 65.42 13.99 84.14 90.11 8.25 81.64 86.27 7.48
Maturité (graines) MGr % 68.84 75.30 12.22 63.85 70.16 13.47 82.24 89.49 7.54 81.01 85.59 7.74
Bec Bec echelle 0-9 493 4.40 1.08 4.66 439 1.07 - - - - - -
Constriction Cons echelle 0-9 5.12 4.60 1.58 4.89 4.67 1.55 - - - - - -
Fluorimetrie Fluo 1 0.82 0.83 0.02 0.80 0.81 0.02 - - - - - -
Indice photosynthétique PI 1 1.87 1.99 0.51 1.75 1.81 0.53 - - - - - -
SPAD SPAD SPAD-U 35.14 35.73 2.86 38.18 39.08 2.94 - - - - - -
Température Foliaire TF T° 26.88 26.05 1.11 34.34 34.39 0.92 - - - - - -
Longueur foliole apicale Lfa cm 4.61 5.01 0.71 - - - - - - - - -
Largeur foliole apicale IFa cm 2.48 2.67 0.41 - - - - - - - - -
Longueur foliole subapicale LFs cm 4.04 4.50 0.62 - - - - - - - - -
Largeur foliole subapicale IFs cm 2.07 2.18 0.32 - - - - - - - - -
Longueur petiole Lp cm 5.03 5.28 0.62 - - - - - - - - -
Longueur Feuille LFll cm 53.31 60.81 8.46 - - - - - - - - -
Surface de la feuille SF cm? 29634 35112 83.82 - - - - - - - - -
Cercosporiose Cerco echelle 1-9 - - - - - - 4.53 6.02 0.69 - - 08 -

Environnements: ETM=Evaportranspiration Maximale (Bambey, contre saison froide 2014) STR=Stréssé (Bambey, contre saison froide 2014); N15=Nioro et S15=Sinthiou-Maléme (hivernage
2015). Les parametres non evalués dans les environnemts sont indiqués par des tirets et ceux évalués sont indiqués par les v aleurs moyennes de la population, du parent cultivé et l'ecart type



4.4.4. Variabilité phéno-morpho-agronomique de la population AB-QTL

Tous les caracteres étudiés dans chacun des 4 environnements discriminent de fagon trés
significative les lignées AB-QTL au seuil de 1% (P < 0.001) témoignant de I’existence d’une
forte variabilité phéno-agro-morphologique au sein de la population AB-QTL. Les résultats
de I’analyse de variance ont indiqué que la plus grande partie de cette variabilité est expliquée
par le facteur génotype. La valeur moyenne de la population a chaque caractere, la valeur
moyenne du parent cultivé Fleurll ainsi que I’écart type sont présentés au Tableau 8. A
quelques exceptions, la valeur moyenne de la population AB-QTL a tendance a égaler la
valeur phénotypique du parent récurrent Fleurll (Tableau 8). Par ailleurs a 1’exception de
quelques caractéres, 1’analyse des valeurs phénotypiques dans les quatre environnements ont
montré une distribution continue autour de la moyenne (Figures 29, 32). Cette distribution
normale suggére que les caractéres évalués sont quantitatifs et gouvernés par de nombreux
génes. Les paragraphes qui suivent décrivent en détail les résultats de I’analyse de la
variabilité observée a chaque caractere étudie.

4.4.4.1. Floraison

Couleur de la fleur

Deux couleurs de fleur ont été observées au sein de la population AB-QTL, la couleur orange
observée chez 99 (74,4%) lignées et la couleur jaune observée chez 23 (17,3%) lignées. En
revanche, le caractére ségréguait encore chez 11 lignées (8,27%).

Précocité de la floraison

Une forte variation a été observée entre lignées pour le nombre de jours compris entre le
semis et ’apparition de la premiére fleur (D1F) et pour celui de 50% de plantes ayant fleuri
(D50F), avec des valeurs allant de 18 a 26 (8 jours) pour la D1F et de 19 a 29 (10 jours) pour
la D50F. Pour le caractére Fleur sur la tige principale nous avons observé 8 lignées n’ayant
aucune fleur sur la tige principale.

4.4.4.2. Architecture de la plante

Port de la plante et longueur de la tige cotylédonaire

Une forte variabilité a été observée pour le caractére port de la plante (PP) avec des ports
complétement étalés observes chez 9 lignées et des ports totalement érigés observés chez 86
lignées. Quarante-huit (48) lignées avaient des ports de plante intermédiaires. En se basant sur
les descripteurs de 1’arachide, tous les types de port de la plante sont représentés dans la
population. Les tiges cotylédonaires des lignées AB-QTL ont été longues de 5,7 a 41,3 cm et
pourvues de sections rampantes longues de 4,1 a 41,3 cm (chez des lignées a port rampant).

Hauteur de la plante

Les lignées AB-QTL ont une hauteur variant de 6,2 a 43,2 cm. La distribution en fréquence de
la hauteur de la tige principale (HTP) et la valeur moyenne de la HTP dans la population a
varié en fonction des environnements avec des valeurs de 13,2 cm, 13,1 cm, 14,4 cm et 28,1
cm respectivement dans les environnements ETM, STR, N15 et S15 (Figure 29). Ce résultat
indique un effet de I’environnement sur la performance en croissance des lignées.
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Figure 29. Fréquence de distribution de la hauteur de la plante dans les 4
environnements.
La classe de la valeur du génotype Fleurll est indiquée en rouge

Couleur et pilosité de la tige

Un spectre de couleur de tige allant du vert au pourpre a été observé au sein de la population
AB-QTL. La couleur verte, verte-pourpre, pourpre-verte et pourpre a été respectivement
observée chez 18, 78, 33 et 4 lignées AB-QTL. Les tiges de 126 lignées ont été Iégerement a
moyennement pileuses et une forte pubescence des tiges a été observée chez 9 lignées AB-
QTL.

4.4.4.3. Architecture de la feuille

Une forte variabilité a été observée entre lignées pour les 7 caracteres foliaires mesures. Les
folioles apicales des lignées ont été longues de 2,3 a 7,6 cm et larges de 1,2 a 4,3 cm. Les
folioles subapicales sont quant a elles longues de 2,1 a 5,6 cm et larges de 1,1 a 2,7 cm. La
longueur du pétiole a varié de 3,1 a 7,2 cm. La longueur de la feuille a varié de 8,22 a 25,5
cm. La surface foliaire a été le paramétre ayant le plus fortement discriminé les lignées avec
des valeurs comprises entre 31,1 cm? et 196,6 cm2 Les feuilles des lignées ont été
essentiellement de couleur verte, de forme ovale (4%), obovales (86,72 %) ou elliptique (9,28
%). Une proportion de 89% et 11% de lignées avait des folioles respectivement pileuses et
fortement pileuses. Nous avons observé des feuilles a plus de 4 folioles chez des individus de
certaines lignées (Figure 30).

100



Figure 30. Feuille & 4, 5, 6 et 7 folioles observées chez des individus de certaines lignées.
Les feuilles a 4, 5, 6 et folioles sont respectivement indiqués par la lettre A, B, C et D

4.4.4.4. Morphologie de la gousse

Une large gamme de morphologie de gousse a été observée au sein de la population AB-QTL
(Figure 31). Les caracteres bec et constriction ont présenté des valeurs moyennes respectives
de 4,8 et 5 comparable & la valeur moyenne du bec et constriction du génotype Fleur 11
(Tableau 8). Des formes particulieres de gousses ont été observées. Par exemple, un isthme,
structure reliant les deux cavités des gousses bi-graines a été observé chez 1 lignée (Figure
31). Par ailleurs, les gousses des lignées ont été longues de 18,65 a 32,37 mm et larges de 8.14
a 15,92 mm. La valeur moyenne de la longueur (25mm) et largeur (11,2mm) des gousses dans
la population ont été globalement similaires dans les 4 environnements étudiés (Tableau 8)
suggérant que 1’environnement n’a pas d’effet significatif sur la morphologie de la gousse.

4.4.4.5. Morphologie de la graine

La longueur et la largeur des graines des lignées AB-QTL ont respectivement varié de 10,49 a
17, 3 mm et de 6,2 a 9,3 mm. La valeur moyenne pour la longueur et la largeur des graines a
été similaire dans les 4 environnements (Tableau 8) avec des valeurs respectives de 13,1 et 8,1
mm.
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Figure 31. Photo illustrant la variabilité morphologique de gousse des lignées AB-QTL

Les gousses de 16 lignées sont présentées. La constriction est extrémement variable, allant
d'inexistant (1, 2 et 12) a trés profond (9) avec [’occurrence d’un isthme a la lignée 13. Le
bec est inexistant (1 et 2) a tres proéminent (10 et 14). De méme, la taille des gousses a
fortement varié. Les lignées 4 et 16 ont majoritairement et respectivement des gousses a 1 et 3
cavités.

4.4.4.6. Composantes du rendement et impact du stress hydrique

Une forte variabilité a également été observée entre lignées a toutes les composantes du
rendement. La distribution des valeurs phénotypiques pour les différents caractéres analysés
montre une variabilité dans les 4 environnements, liée certainement a la diversité de réponse
des lignées en fonction des environnements (Figure 32). En outre, la valeur moyenne a
chaque parametre de composante de rendement a varié en fonction des environnements
(Tableau 8). Par ailleurs, sur la base des fréquences de distribution (Figure 32) et de la
statistique de Dunnett, nous avons identifié des lignées AB-QTL a valeur agronomique
supérieure au parent cultivé Fleur 11. En considérant que le parent cultivé est
agronomiquement « supérieur » au parent sauvage, l’existence de lignées supérieures au
parent cultivé indique une ségrégation transgressive positive pour tous les caracteres de
composantes du rendement dans la population AB-QTL.
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Par ailleurs, la comparaison entre les deux environnements stressé et irrigué a indiqué un effet
significatif du stress hydrique sur les toutes les composantes de rendement. En outre,
I’imposition du stress pendant la formation et le remplissage des gousses a eu un impact
négatif avec une réduction de 26,5 %, 39,9 %, 21,12%, 9,4%, et 16,6% respectivement de la
biomasse totale, du poids gousse, du poids fanes, du poids de 100 gousses et du poids de 100
graines. Le stress hydrique a également eu une incidence négative sur I’indice de récolte avec
une réduction de 18,1%. Ainsi le poids gousse a été le paramétre le plus affecte par le stress
hydrique avec une réduction de 39,9%. L'analyse de la variance a indiqué une interaction
significative génotype * régime hydrique pour toutes les composantes du rendement.
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Figure 32. Distribution des valeurs phénotypiques pour les composantes du rendement.

Les parameétres biomasse totale (BT) poids gousses (PGo) poids fanes (PFa) et indice de
récolte (IR) en fonction des 4 environnements ETM, STR, N15 et S15 ont été représentées. La
couleur rouge sur les barres d’histogramme indique la valeur du parent cultivé Fleur 11. Les
lignées supérieures a Fleur 11 sont distribuées a la droite de la barre de couleur rouge.

4.4.4.7. Variabilité pour la sensibilité & la cercosporiose

Les lignées AB-QTL ont montré différents niveaux de sensibilité a la cercosporiose (Figure
33). En se basant sur I’échelle de 1 a 9 de Subraharman et al., (1995) axée sur la sévérité de la
maladie, les lignées ont eu des notes moyennes comprises entre 2 (quelques taches) et 8
(rameaux végétatif défoliés). La valeur moyenne du génotype cultivé Fleurll a été de 6
(Tableau 8) indiquant la relative sensibilité du génotype cultivé a la maladie.

103



La lignée A ne présente aucun symptdéme de la maladie sur la feuille de rang 3. Quelques
taches majoritairement sur les folioles apicales sont observées sur la feuille de la lignée B. La
lignée C présente des symptdmes sur | ‘ensemble des folioles.

4.45. Corrélation entre caractéres étudiés

L’analyse des coefficients de corrélation r de Pearson a indiqué des corrélations significatives
entre caractéres au seuil de 5 %. Globalement, les corrélations entre caractéres sont de méme
ordre d’un environnement a 1’autre (Figure 34). En se basant sur ’environnement ETM les
corrélations les plus significatives sont celles entre :

-les composantes du rendement, notamment entre la biomasse totale et le poids fanes (r=0,93),
le poids de 100 gousses et le poids de 100 graines (r=0,83), le poids gousse et I’indice de
récolte (r=0,72);

-les paramétres foliaires pris 2 & 2, notamment entre la longueur de la foliole apicale et
subapicale (r=0,97), entre la largeur de la foliole apicale et subapicale (r=0,96) entre la largeur
de la foliole apicale et la surface foliaire (r=0,90) ou encore entre la longueur du pétiole et la
surface foliaire (r = 0,74) ;

-la largeur gousse et largeur graine (r=0,75), la longueur gousse et longueur graine (r=0,68);
-les parametres foliaires et le poids de 100 gousses et le poids de 100 graines (r compris entre
0,51 et 053) d’une part et d’autre part entre les paramétres foliaires et la largeur de la gousse
et la largeur de graine (r compris entre 0,51 et 056). Cette corrélation suggere que plus les
feuilles sont grandes, plus les gousses et les graines sont larges et leur poids important.

-des corrélations négatives ont été observées entre les parameétres de floraison (D1F et D50F)
et I’indice de récolte (r= -0,28), le poids gousse (r= -0,24) et la hauteur de plante (r= -0,20).
Cette corrélation suggere que plus la floraison est tardive moins 1’indice de récolte est élevé.
Dans I’environnement STR les corrélations les plus significatives ont été observées entre :

-la hauteur de la plante et le poids fanes (r = 0,57), la biomasse totale (r = 0,54) et la longueur
de la tige cotylédonaire (r = 0,40) suggérant que la hauteur de la plante augmente le poids
fane et par ricochet la biomasse totale;

-le port de la plante PP (évalué par mensuration) et le port de la plante IBPGR (évalué sur la
base du descripteur pour I’arachide) (r=0,95). Cette corrélation suggére que les deux modes de
mesure du port de la plante sont similaires.

Dans I’environnement N15, les corrélations les plus significatives ont été observées entre la
cercosporiose et le poids fanes (r = -0,40), et la biomasse totale (r =-0,27). Cette corrélation
confirme I’effet négatif de la cercosporiose sur le rendement en fanes.
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Figure 34. Corrélogrammes des caracteres mesurés dans les environnements ETM et STR.

D1F = Date premiere floraison; D50F = Date 50% floraison; CF = Couleur de la fleur; CT = Couleur de la tige ; PT = Pilosité de la tige; PF = Pilosité de la feuille; HTP = Hauteur tige principale;
PP = Port de la plante; IBPGR = Port de la plante; LTC = Longueur tige cotyledonaire;FTP = Fleur tige princiaple; BT = Biomasse totale; PGo = Poids gousse ; PFa = Poids fanes; IR = Indice de
recolte; LGo = Longueur gousse; LGo = Largeur gousse; LGr = Longueur graine; LGr = Graine de Largeur; P100Go = Poids 100 gousses; P100Gr = Poids 100 graines; MGo = Maturité (gousses);
MGr = Maturité (graines); Bec = Bec; Cons = Constriction; Fluo = Fluorimétrie; PI = Indice photosynthétique; SPAD = SPAD; TF = Température Foliaire; Lfa = Longueur foliole apit@l5LFa =
Largeur foliole apicale; LFs = Longueur foliole subapicale; LFs = Largeur foliole subapicale; Lp = Longueur pétiole; LFll = Longueur Feuille; SF = Surface de la feuille; Cerco = Cercosporiose
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Figure 34. Corrélogrammes des caractéres mesurés dans les environnements N15 et S15.

Les corrélations positives sont affichées en bleu et les corrélations négatives en orange et rouge. L'intensité de la couleur et la taille des cercles
sont proportionnelles aux coefficients de corrélation. En bas du corrélogramme, la légende de couleurs montre les coefficients de corrélation et
les couleurs correspondantes.

D1F = Date premiere floraison; D50F = Date 50% floraison; CF = Couleur de la fleur; CT = Couleur de la tige ; PT = Pilosité de la tige; PF = Pilosité de la feuille; HTP = Hauteur tige principale;
PP = Port de la plante; IBPGR = Port de la plante; LTC = Longueur tige cotyledonaire;FTP = Fleur tige princiaple; BT = Biomasse totale; PGo = Poids gousse ; PFa = Poids fanes; IR = Indice de
recolte; LGo = Longueur gousse; LGo = Largeur gousse; LGr = Longueur graine; LGr = Graine de Largeur; P100Go = Poids 100 gousses; P100Gr = Poids 100 graines; MGo = Maturité (gousses);
MGr = Maturité (graines); Bec = Bec; Cons = Constriction; Fluo = Fluorimétrie; PI = Indice photosynthétique; SPAD = SPAD; TF = Température Foliaire; Lfa = Longueur foliole apicdl(Jga =
Largeur foliole apicale; LFs = Longueur foliole subapicale; LFs = Largeur foliole subapicale; Lp = Longueur pétiole; LFIl = Longueur Feuille; SF = Surface de la feuille; Cerco = Cercosporiose



4.4.6. Analyse des relations entre caracteres évalués

L’analyse en composante principale (ACP) a permis d’identifier des groupes de caractéres
homogeénes. Ainsi, sur la base des caractéres évalués, les 4 premiers axes des ACP ont
expliqué 74%, 78%, 85% et 87 % de la variabilité totale respectivement dans les
environnements ETM, STR, N15 et S15. Globalement, dans chaque environnement, les axes 1
et 2 ont éte respectivement ceux de la productivité (poids de gousses, taille de gousses et de
graines) et de la phénologie (maturité, floraison). Par exemple, dans I’environnement ETM
(Figure 35), I’axe 1 avec 30,74 % de I’inertie totale associe les caractéres, largeur de la
gousse, hauteur de la plante, poids de 100 gousses, poids de 100 graines et I’ensemble des
caracteres foliaires. L’axe 2 qui totalise 13,75% de la variance totale est corrélé a la précocité
de floraison (D1F et D50F) et a I’indice de récolte. Toutefois, dans les environnements STR et
N15, les axes 2 ont été associés au port de la plante sous ses deux modes de mesure (PP et
IBPGR). De plus, dans I’environnement stress¢, 1’axe 2 associe aussi les parametres
physiologiques et les parameétres de floraison (D1F et D50F).
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Figure 35. Projection des variables étudiés dans le plan formé par les deux premiers
axes canoniques de ’analyse en composante principales (ACP).
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4.4.7. Structuration de la variabilité phénotypique

L'une des caractéristiques remarquables des résultats de I’AFD a été la structuration des
lignées AB-QTL en groupes significativement distinct. En outre, 4 groupes ont eté obtenus
sur la base des caractéres évalués dans chacun des 4 environnements. Les carrés de distance
de Mahalanobis et le test de Lambda de Wilks ont indiqué des valeurs de p-value < 0,0001 au
seuil de 5 %, indiquant que les groupes observés sont distincts. La relation des groupes avec
les axes montre que dans 1’environnent ETM, le groupe 3 s’oppose au groupe 4 sur 1’axe 1
(associé a la productivité) et le groupe 2 s’oppose au groupe 1 sur ’axe 2 (associé a la
floraison) (Figure 36). Dans I’environnement stressé, les groupes 1 et 2 s’opposent aux
groupes 3 et 4 sur I’axe 1 et les groupe 1 et 4 s’opposent aux groupes 2 et 3 sur I’axe 2
(associé au port de la plante). Dans I’environnement N15, le groupe 1 s’oppose au groupe 4
sur I’axe 1 et le groupe 3 s’oppose aux groupes 1, 2 et 4 sur I’axe 2. Dans I’environnement
S15, le groupe 1 s’oppose au groupe 3 sur I’axe 1 et le groupe 2 s’oppose au groupe 4 sur
I’axe 2. Par ailleurs, en fonction des environnements, la statistique F de Fisher a indiqué que
les caracteres surface foliaire (en ETM), port de plante (en N15 et STR), biomasse totale
(ETM, STR, N15 et S15), poids gousses (ETM, STR, N15 et S15) indice de récolte (ETM,
STR, N15 et S15) et poids 100 gousses (ETM, STR, N15 et S15) sont les caracteres les plus
discriminants avec des valeurs de F relativement élevees comprises entre 38,32 et 139,13. Ces
résultats de I’AFD indiquent une structuration agromorphologique de la population AB-QTL.

d=1 d=1

Figure 36. Projection des groupes (04) agromorphologiques des lignées AB-QTL dans le
plan formé par les deux premiers axes de ’AFD.
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4.4.8. Estimation des parameétres genétiques dans la population AB-QTL

Pour tous les caractéres etudiés, les coefficients de variation phénotypique sont plus éleves
que les coefficients de variation génotypique (Tableau 9). Les coefficients de variation
génotypique et phénotypique sont faibles en deca de 11 %, modérés entre 11 et 20 % et élevés
au-dela de 20 % (Sumathi et al., 2010). Ainsi a ’exception de la fluorimétrie (2,02) tous les
caractéeres étudiés ont des coefficients de variation phénotypique et génotypique élevés.
L’héritabilité au sens large (H?) a vari¢ de 0,23 pour le SPAD a 0,99 pour le port de la plante.
Selon Stansfield (1983) cité par Rehman et al., (2010), I’héritabilité est élevée lorsque sa
valeur est supérieure a 0,5. Ainsi, I’héritabilité au sens large est élevée pour tous les caractéres
a I’exception du SPAD. Les caractéres foliaires, de morphologie gousse et graine, du poids de
100 gousses et 100 graines et dans une moindre mesure la hauteur de la plante ont les valeurs
d’héritabilité les plus élevées (H2 > 80 %) comparativement aux caractéres, maturité gousses
et graines, biomasse totale, poids fanes, poids gousses et cercosporiose (H2< 80 %).

Le gain génétique attendu par rapport a la moyenne du caractere dans la population (GA) a
varié de 5,07 % pour la précocité de floraison a 42,04 % pour le poids gousse. Les gains
géneétiques attendus les plus élevés sont observés pour les variables de composantes du
rendement comme le poids de gousses (42,04%). Par ailleurs, un gain génétique important est
attendu pour la cercosporiose (24,97%). Les autres caracteres dont la taille de la gousse et de
la graine expriment des gains génétiques attendus moderés.
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Tableau 9. Récapitulatif des parameétres genétiques estimeés dans la population AB-QTL.

Phénotypes Vg Vp Cvg CVp H? GA

ETM STR N15 S15 ETM STR N15 S15 ETM STR N15 S15 ETM STR N15 S15 ETM STR N15 S15 ETM STR N15 S15
D1F 0.85 0.96 0.08 0.04 1.22 1.23 0.22 0.13 20.04 21.06 6.68 4.76 2396 2387 1101 819 0.70 0.78 0.37 0.34 5.23 5.74 1.36 0.92
D50F 1.01 138 007 005 147 175 019 015 2070 2410 678 492 2501 2719 935 884 069 079 038 031 507 630 109  0.89
HTP 6.41 5.35 7.77 20.87 6.75 6.19 1031 24.26 69.65 6398 7356 86.14 7146 68.83 8474 92.89 0.95 0.86 0.75 0.86 2680 23.62 2419 2162
PP - 665.10 646.70 - - 667.87 648.77 - - 564.02 584.84 - - 565.19 58578 - - 1.00 1.00 - - 176.68 192.74 -
IBPGR - 0.64 - - - 0.71 - - - 3453 - - - 3619 - - - 091 - - - 2036 - -
LTC - 477 - - - 572 - - - 7056 - - - 7727 - - - 083 - - - 29.88 - -
BT 71687 38233 420.67 987.00 93640 54030 656.00 1181.67 244.19 208.08 189.50 246.55 279.09 247.36 236.65 269.77 0.77 0.71 0.64 0.84 2797 2674 2012 2538
PGo 12583 39.70 10743 137.70 15220 60.67 153.73 153.93 190.08 137.69 150.28 179.70 209.05 170.21 179.77 189.99 0.83 0.65 0.70 0.89 42.04 3494 2614 3735
PFa 380.67 27150 27570 639.60 49683 35430 36823 777.53 21114 20078 199.08 231.13 24121 22936 230.08 25484 077 077 075 082 2871 3074 29.64 2750
IR 33.75 35.00 4260 29.62 38.11 42.83 4880 34.22 10833 12190 102.14 10593 11511 13486 109.32 11387 0.89 0.82 0.87 0.87 27.28 3259 2143 2753
LGo 3.07 3.17 3.19 2.34 3.65 3.82 3.42 2.49 3445 3562 3550 30.12 3756  39.07 36.79 31.01 0.84 0.83 0.93 0.94 891 9.32 9.78 8.26
1Go 0.69 1.17 0.18 0.22 0.75 1.23 0.21 0.24 2456 31.23 1294 1391 2572 3212 1404 14.72 091 0.95 0.85 0.89 9.98 12.61 5.18 5.63
LGr 0.67 088 049 054 0.77 098 056 058 2298 2583 1941 1999 2465 2725 2070 2078 087 090 088 093 861 969 722 752
1Gr 0.17 0.23 0.07 0.06 0.20 0.27 0.09 0.07 1485 16.83 9.40 8.42 16.22 1817 10.57 9.34 0.84 0.86 0.79 0.81 7.04 7.80 428 3.85
P100Go 402,57 47037 214.00 246.20 446.77 536.53 270.00 298.13 203.65 212.66 15396 157.89 214.54 227.13 17293 173.74 0.90 0.88 0.79 0.83 28.16  28.02 20.70 20.72
P100Gr 56.88 8325 3140 3842 60.94 9296 3807 43.56 109.82 123.68 8397 9243 113.67 130.70 9245 9842 0.93 0.90 0.82 0.88 2217 2277 1640 18.58
MGo 9527  93.00 4340 33.04 19497 16333 6747 5521 12570 12690 7182 6362  179.82 168.18 89.54 8224 049 057 064 060 1624 1809 901  7.82
MGr 78.77 89.80 35.00 37.07 123.83 163.83 5633 58.97 106.97 11859 6524 67.64 13412 160.18 82.76 85.32 0.64 0.55 0.62 0.63 1476 1577 8.14 8.55
Bec 0.80 0.59 - - 1.08 0.95 - - 4028 3557 - - 46.74 4521 - - 0.74 0.62 - - 2244 1859 - -
Cons 2.05 2.04 - - 2.32 2.36 - - 6334 6452 - - 6730 69.53 - - 0.89 0.86 - - 3782 3886 - -
Fluo 0.00 0.00 - - 0.00 000 - - 170 218 - - 202 284 - - 071 059 - - 227 271 - -
PI 0.28 0.27 - - 0.38 0.42 - - 3841 39.04 - - 45.06 4881 - - 0.73 0.64 - - 3439 3391 - -
SPAD 0.88 1.57 - - 3.79 4.72 - - 1581 2029 - - 3286 3518 - - 0.23 0.33 - - 1.84 2.72 - -
TF 0.56 070 - - 1.17 122 - - 1440 1425 - - 2082 1885 - - 048 057 - - 276 264 - -
Lfa 0.48 - - - 0.50 - - - 3218 - - - 33.07 - - - 0.95 - - - 2092 - - -
IFa 0.16 - - - 0.17 - - - 2532 - - - 2590 - - - 0.96 - - - 2255 - - -
LFs 0.37 - - - 0.39 - - - 30.18 - - - 3098 - - - 0.95 - - - 21.00 - - -
IFs 0.10 - - - 0.11 - - - 2202 - - - 2259 - - - 095 - - - 2144 - - -
Lp 0.36 - - - 0.39 - - - 26.76 - - - 2797 - - - 0.92 - - - 1639 - - -
LFll 69.03 - - - 71.63 - - - 113.80 - - - 11592 - - - 0.96 - - - 2196 - - -
SF 7007.00 - - - 718433 - - - 486.26 - - - 49238 - - - 0.98 - - - 40.04 - - -
Cerco - - 025 - - - 037 - - - 3252 - - - 39.58 - - - 0.68 - - - 2497 -

Les parameétres génétiquesnon evalués dans les environnements sont indiqués par des tirets. Vg=variation génotypique, Vp= variation phénotypique, CVg= coefficients de variation génotypique, CVp coefficients de variation
phénotypique, H*=héritabilité, GA= gain génétique attendu. D1F = Date premiére floraison; D50F = Date 50% floraison; CF = Couleur de la fleur; CT = Couleur de la tige ; PT = Pilosité de la tige; PF = Pilosité de la feuille; HTP = Hauteur tige
principale; PP = Portde la plante; IBPGR = Portde la plante; LTC = Longueur tige cotyledonaire; FTP = Fleur tige princiaple; BT = Biomasse totale; PGo = Poids gousse ; PFa = Poids fanes; IR = Indice de recolte; LGo = Longueur gousse; 1Go = Largeur
gousse; LGr = Longueur graine; 1Gr =largeur Graine ; P100Go = Poids 100 gousses; P100Gr = Poids 100 graines; MGo = Maturité g ousses; MGr = Maturité graines; Bec = Bec; Cons = Constriction; Fluo = Fluorimétrie; PI = Indice photosynthétique; TF
= Température Foliaire; LFa = Longueur foliole apical; IFa = Largeur foliole apicale; LFs = Longueur foliole subapicale; IFs = Largeur foliole subapicale; Lp = Longueur pétiole; LFIl = Longueur Feuille; SF = Surface de la feuille; Cerco = Cercosporiose
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4.4.9. Interaction génotype*environnement

L’analyse biplot a indiqué que I’interaction génotype*environnement a été une source de
variation au parametre poids de 100 gousses (P100Go) étudié. En outre, sur le GE biplot, les
axes 1 et 2 ont expliqué ensemble 83,85% de la variation G*E (Figure 37) suggérant un effet
de I’interaction G*E au parametre étudié. Une relation négative (angle obtus) a été observée
entre les différents environnements (Figure 38A), indiquant que les 4 environnements étaient
distincts et indépendants des génotypes. Toutefois, un angle aigu a été observé entre les
environnements N15 et S15 indiquant que ces 2 environnements peuvent constituer un mega-
environnement (Figure 37). Le biplot des relations entre environnements, a indiqué que
I’environnement N 15 a été le plus performant au P100Go. Les lignées 73, 21, 115, 37, 92, 87,
69, 36 et 31 ont été les meilleurs ou les plus faibles dans certains environnements en raison de
leur relative position par rapport au centre du biplot (Figure 37). Les lignées 31 et 97, ont été
les plus performantes dans I'environnement stressé (STR). Les génotypes au centre du biplot
ont été les plus stables et une relative bonne stabilité du génotype cultivé Fleurll a été
observée. L’analyse de la position relative de Fleur 11 et des lignées AB-QTL a permis
d’identifier des lignées (26, 10, 86 etc.) a performance et stabilité environnementale
supérieurs a Fleur 11.

Relationship among environments Discrimitiveness vs. representativenss

A

P100Go_STR
31 K

AXIS230.35 %
AXIS2 3035 %

AXIS153.5% AXIS153.5%

Figure 37. GE Biplot de I’interaction Génotype*environnement.

GE biplot basé sur les relations entre environnement (A), la discrimination et la performance
des geénotypes en fonction des environnements (B). Les lignées AB-QTL sont indiquees par
des numéros et le génotype cultivé Fleur 11 est représenté par un point de couleur rouge. Le
parametre poids de 100 gousses a été utilisé pour [’analyse GE biplot.
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4.4.10. Identification de QTL

Au total, 232 QTL ont été détectés dans 1’ensemble des 4 environnements étudiés. Au moins
un QTL a été détecté pour chacun des 37 caracteres évalués. Les résultats des QTL détectés
en fonction des caracteres et des environnements sont présentés au Tableau 10. La position
des QTL sur la carte génétique est présentée a la Figure 38. Les paragraphes qui suivent
décrivent les résultats détaillés de 1’analyse génétique AB-QTL.

4.4.10.1.Floraison

Couleur de la fleur

Deux QTL localisés sur les GL A5 et B5 ont été détectés pour la couleur de la fleur et ont
expliqué individuellement et respectivement jusqu’a 51,2 % et 20% de la variance
phénotypique observée (Tableau 10). Ces 2 QTL ont été détectés dans tous les 4
environnements. La couleur jaune a été associée a 1’allele du parent sauvage et la couleur
orange a I’alléle du parent cultivé. Nous avons observé que les 2 QTL A5 et B5 sont situés
dans des régions homéologues indiquant une homologie de structure et de fonction entre
génomes A et B/K au chromosome 5 pour la couleur de la fleur chez 1’arachide.

Précocité de la floraison

Onze QTL ont éteé associés au caractére nombre de jours compris entre le semis et 1’apparition
de la premiére fleur (D1F). Ces QTL sont distribués sur les GL A4, A7, A8, Al0, B2, B8 et
B9 et ont expliqué individuellement entre 3,26 % (A4) et 15,51% (A10) de la variance
phénotypique observée. Le QTL sur le GL B9 a été détecté dans 3 environnements (ETM,
STR et N15). Les QTL sur les GL A8 et B2 ont été détectés dans les environnements ETM et
STR pour le premier et dans les environnements N15 et S15 pour le second. Les QTL sur les
GL A10 et B8 sont spécifiques a I’environnement STR et le QTL sur le GL A4 a
I’environnement S15. Pour le caractére 50 % de floraison (D50F), 8 QTL ont été détectés. A
I’exception du QTL sur le GL A1l détecté uniquement dans 1’environnement STR, tous les
autres QTL du caractére D50F co-localisent avec ceux du caractére D1F. Par ailleurs, pour les
QTL sur les GL A1, A4, A7, A10, B2 et B9, la précocité de la floraison est associée aux
alleles du parent cultivé alors que pour les QTL sur les GL A8 et B8, elle est associée aux
alléles du parent sauvage.

Fleur sur la tige principale

Un QTL localisé sur le GL A2 a été détecté pour le caractére présence/absence de fleurs sur la
tige principale. 1l explique 16% de la variance phénotypique observée. Ce QTL a été détecté
dans les 2 environnements dans lesquels le caractére a été mesuré et 1’absence de la fleur sur
la tige principale est associée a ’alléle du parent sauvage.
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Figure 38. Carte des QTL détectes



Figure 38. Carte des QTL détectés.

Les QTL détectés sont réparties sur les GL du génome A, nommés de Al a A10 et ceux au
génome B nommes de B1 a B10. Les GL ont été regroupés en paires homéologues sur la base
des locus homeologues cartographiés et reliés par des lignes en pointillés bleus. Les distances
génétiques (cM) en unités de Kosambi sur la carte sont indiquées sur la gauche et les noms de
locus sont indiqués sur la droite de chaque GL. Les QTL deétectés dans les environnements
ETM, STR, N15 et S15 sont respectivement indiqués par des segments de couleur verte,
rouge, jaune et bleu. Les pics et les intervalles de confiances sont respectivement indiqués par
des triangles et la longueur du segment sur le GL. La taille du triangle est proportionnelle a
la variance phénotypique du caractere. Le sens du triangle indique [’additivité, une fleche
pointée vers le haut ou le bas indique respectivement que [’alléle positif est apporté par le
parent sauvage et cultivé

4.4.10.2.Architecture de la plante

Vingt-sept (27) QTL, expliquant individuellement de 2,8 a 13,3% de la variance phénotypique
ont été impliqués dans la variation de I'architecture de la plante (Tableau 10).

Couleur de la tige

Deux QTL détectés sur les GL A8 et B8 ont été associés a la variation de la couleur de la tige
(CT). lls expliquent 24,7% et 23 % de la variance phénotypique, respectivement dans les
environnements ETM et STR. A ces QTL, la couleur pourpre de la tige est associée aux
alléles du parent sauvage et la couleur verte aux alleles du parent cultivé. Nous avons observé
une colocalisation des QTL de la couleur de la tige avec ceux de la floraison aux GL A8 et B8
(Figure 38).

Port de la plante

Cing (5) QTL distribués sur les GL Al, A2, A5, B5 et B8 ont été détectés pour le port de la
plante. Ces QTL ont été détectés dans tous les environnements ou ils ont été mesurés et
expligquent ensemble 32% et 35 % de la variance phénotypique dans les environnements STR
et N15 respectivement. Nous avons remarqué qu’a 1’exception du QTL sur le GL A5, les QTL
détectés par les deux méthodes PP et IBPGR sont communs indiquant une bonne cohérence
des modes de mesure. La méthode IBPGR, plus facile d’utilisation peut donc étre valablement
utilisée pour la détection des QTL du port de la plante chez I’arachide. Par ailleurs, a tous les
QTL détectés, le port végétatif rampant est associé aux alléles du parent sauvage. Le QTL sur
le GL A5 est localisé sur une région homéologue au GL B5 indiquant une homologie de
structure et de fonction entre génomes A et B/K au chromosome 5 pour le port de la plante.

Pilosité de la tige

Un QTL localisé sur le GL Al a été détecté pour la pilosité de la tige. La forte pubescence de
la tige est associée a 1’allele du parent sauvage. Nous avons observé une colocalisation des
QTL impliqués dans la pilosité de la tige et le port de la plante au GL Al (Figure 38).
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Hauteur de la plante

Sept (7) QTL distribués sur les GL A2, A4, A5, A9, B1, B3 et B8 ont été associés a la hauteur
de la tige principale (HTP). Le QTL sur le GL B8 a été détecté dans 3 environnements (ETM,
STR et S15). Les autres QTL sont spécifiques des environnements. A 1’exception des QTL
sur les GL A5 et A9 pour lesquels ’augmentation de la hauteur de la plante a été associée aux
all¢les de Fleur 11, I’augmentation de la HTP aux QTL sur les GL A2, A4, B1, B3 et B8 est
associée aux alleles du parent sauvage ISATGR278-18. Nous avons observé une
colocalisation de QTL d’une part entre la hauteur de la plante et les variables de la floraison
sur les GL A2, A4 et B8 et, d’autre part, entre la hauteur de la plante et les paramétres port de
la plante et couleur de la tige sur le GL B8 (Figure 38).

Longueur de la tige cotylédonaire

Deux QTL distribués sur les GL A2 et B8 ont été associés a la longueur de la tige
cotylédonaire (LTC) et expliquent ensemble jusqu’a 14% de la variance phénotypique
observée. Nous avons observé une colocalisation de QTL d’une part entre la LTC et le port de
la plante au GL A2 et d’autre part entre la LTC et la hauteur de la plante au GL BS.

4.4.10.3. Architecture de la feuille

Quinze (15) QTL ont éteé détectés pour les 7 caracteres de taille de feuille mesurés. Ces QTL
sont distribues sur les GL Al, A4, A5 et B3 et ont expliqué individuellement 1 a 34,9 % de la
variance phénotypique observée. Les QTL sur les GL B3 et Al ont été associés a la variation
des parametres longueur du pétiole et de largeur de la foliole apicale respectivement. Par
ailleurs, a I’exception du caractere longueur de la feuille pour lequel nous n’avons pas détecté
de QTL sur le GL A4, tous les QTL pour les caracteres foliaires sont présents sur les GL A4
et A5 (Tableau 10). Aux QTL sur les GL A4 et A5, ’augmentation de la longueur, de la
largeur et de la surface foliaire est associée aux alléles du parent cultivé. En revanche,
I’augmentation de la longueur du pétiole et de la largeur de la feuille aux QTL sur les GL Al
et B3 est associée a 1’alléle du parent sauvage. Une colocalisation des QTL sur les GL A4 et
A5 a été observée pour la plupart des caracteres foliaires suggérant un déterminisme
génétique commun pour ces parametres.

4.4.10.4.Morphologie de la gousse

Un total de 43 QTL a été détecté pour I’ensemble des caractéres associés a la morphologie des
gousses dans les 4 environnements: 7 pour le bec, 5 pour la constriction, 12 pour la longueur
et 19 pour la largeur. Ces QTL ont expliqué individuellement 1 a 16,4% de la variance
phénotypique totale observée (Tableau 10).

Bec

Sur les 7 QTL détectés pour le bec, 2 localisés sur les GL A7 et B8 ont été identifiés dans les
environnements ETM et STR, 1 sur le GL B3, a été spécifique a I’environnement ETM et 2
distribués sur les GL A4 et A5 ont été spécifiques a I’environnement STR (Tableau 10). Les
QTL détectés expliquent ensemble 34,4 % et 40 % de la variance phénotypique du bec
respectivement dans les environnements ETM et STR. Aux QTL sur les GL A4, A7, B3 et
B8, la proéminence du bec est associée aux alleles du parent sauvage alors qu’au QTL sur le
GL ADb, elle est associée a I’alléle du parent cultivé. Nous avons observé une colocalisation
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des QTL de bec et de couleur de fleur sur le GL A5. Remarquablement, les QTL sur les GL
AT et B8 ont été associés au méme marqueur (TC6G09) (Figure 39). L’existence de 2 QTL,
situés sur deux chromosomes distincts et associés au méme marqueur indique une forte
homologie de structure et de fonction entre régions homéologues dans le génome.

TCBGO09_A TC6G09_B
o O
8 8
o & @ o
7 o 77 %
6 o ° 6 o T
= o1 = &
Ll 2 L o
I 5 I 5
m 4 - m 4 - ]
3 3
2 @O 2
AA AB BB AA AB BB
Genotype Genotype

Figure 39. Effets des alléles parentaux aux marqueurs TC6G09_A et TC6G09 B
associés au bec.

En abscisse, les génotypes AA, AB et BB indiquent respectivement les lignées homozygotes
cultivés, hétérozygotes et homozygotes sauvages matérialisés par de petites bulles a
I’intérieur de chaque plot. En ordonné de chaque plot, la valeur phénotypique du bec des
différentes lignées AB-QTL. Les locus marqueurs TC6G09_A et TC6G09 B ont été associés
au caractere bec et l'allele du parent sauvage (B) a été associé a une augmentation de la
valeur du bec

Constriction

Sur les 5 QTL pour la constriction de la gousse, 2 QTL localisés sur les GL A5 et A8 ont été
détectés dans les environnements ETM et STR et 1 QTL a été spécifique a I’environnement
ETM. Les QTL détectés expliquent ensemble 35,1 % et 29 % de la variance phénotypique,
respectivement dans les environnements ETM et STR. Au QTL sur le GL A8, la diminution
de la constriction de la gousse est associée aux alleles du parent cultivé alors qu’elle est
associee aux alleles du parent sauvage sur les GL A5 et A10. Nous avons observe une
colocalisation de QTL impliqués dans la constriction de la gousse et la taille des feuilles sur le
GL A5 (Figures 38, 40).

Longueur de la gousse

Parmi les 11 QTL pour la longueur de la gousse, 1 QTL sur le GL B8 a été détecté dans les 4
environnements, 1 autre sur le GL A8 a été détecté dans 3 environnements (ETM, STR et
N15), 1 sur le GL B3 dans deux environnements (N15 et S15), 1 au GL B2 a éte spécifique a
I’environnement ETM et 1 au GL B6 a été spécifique a I’environnement S15 (Tableau 10).
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L’ensemble des QTL expliquent 40,4%, 36%, 29,3% et 31,9% de la variance phénotypique
dans les environnements ETM, STR, N15 et S15 respectivement. Aux QTL sur les GL A3,
A8 et B2, I’augmentation de la longueur gousse est associée aux alléles du parent cultivé alors
qu’elle est associée aux alléles du parent sauvage sur les GL B3, B6 et B8. Par ailleurs les
QTL sur les GL A3 et B3 ont été détectés dans des régions homeéologues. Nous avons observé
une colocalisation des QTL impliqués dans la longueur de la gousse et la proéminence du bec
sur le GL B8. A ces 2 QTL les alleles du parent sauvage augmentent la valeur du caractere.

Largeur de la gousse

Parmi les 19 QTL pour la largeur gousse, 1 QTL sur le GL A5 a été détecté dans les 4
environnements, 2 QTL ont été détectés dans 3 environnements (ETM, STR et S15 pour celui
sur le GL A4 et ETM, N15 et S15 pour celui sur le GL B1), 3 QTL ont été détectés dans 2
environnements (STR et S15 pour celui sur le GL Al, ETM et STR pour celui sur le GL B5 et
N15 et S15 pour celui sur le GL B6). Les QTL détectés sur les GL A7, B2 et B3 étaient
respectivement spécifiques aux environnements N15, STR et ETM (Tableau 10). L’ensemble
des QTL explique 35,5%, 52 %, 39% et 42,5% de la variation phénotypique totale du
caractere dans les environnements ETM, STR, N15 et S15 respectivement. L’augmentation de
la largeur gousse aux QTL sur les GL A1, A4, A5, A7 et B1 est associée aux alleles du parent
cultivé alors qu’elle est associée aux alléles du parent sauvage sur les GL B3 et B6. Par
ailleurs, les QTL sur les GL Al et B1 ont été détectés dans une région homeéologue. Nous
avons observé une colocalisation de QTL entre la largeur gousse et les parametres foliaires
aux GL A4, A5 et B3 (Figure 38). Les effets des alleles sauvages dans ces régions sont
associes a une réduction de la taille des feuilles et des gousses.

4.4.10.5.Morphologie de la graine

Un total de 30 QTL a été détecté pour la morphologie de la graine dans les 4 environnements:
14 pour la longueur et 16 pour la largeur. Ces QTL ont expliqué individuellement 2 a 13,7%
de la variance phénotypique totale du caractere (Tableau 10).

Longueur de la graine

Parmi les 14 QTL pour la longueur graine, 1 QTL sur le GL Bl a été détecté dans les 4
environnements, 1 autre sur le GL B6 a été détecté dans 3 environnements (STR, N15 et S15),
1 QTL sur le GL B8 a ete détecté dans 2 environnements (ETM et STR). Les QTL détectés
sur les GL A2, A4 et A6 étaient spécifiques a 1’environnement S15 et celui sur le GL A7 a
I’environnement ETM (Tableau 10). L’ensemble des QTL explique 19,4%, 32,1%, 21,3% et
36 % de la variation phénotypique totale du caractere dans les environnements ETM, STR,
N15 et S15 respectivement. L'augmentation de la longueur de la graine aux QTL sur les GL
A4, A6, A7 et A8 est associée aux alleles du parent cultivé alors qu’elle est associée aux
alleles du parent sauvage sur les GL B3, B6 et B8. Par ailleurs, les QTL sur les GL A6 et B6
ont été détectés dans des régions homeologues. Cependant, au génome A I’effet des alléles
sauvages est associé a une diminution de la valeur du caractére tandis que sur les génomes
B/K il est associé a une augmentation. Sur le chromosome 6, 2 pics distincts ont été observeés
sur la courbe de LOD suggérant la présence d’un deuxiéme QTL. Nous avons observé une
colocalisation des QTL de longueur de graine et de longueur gousse sur les GL B3, B6 et B8
d’une part et de longueur graine et de bec sur les GL B8 et A7 d’autre part. De méme, sur le
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GL B8, nous avons observé une colocalisation entre un QTL de longueur graine et un QTL de
largeur gousse. A ces deux QTL les alleles sauvages ont des effets favorables sur
I’augmentation des caracteres.

Largeur de la graine

Parmi les 16 QTL pour la largeur de la graine, 2 QTL localisés sur les GL A4 et A5 ont été
détectés dans trois environnements (ETM, STR et N15) et 2 QTL localisés sur les GL Al et
B6 ont été détectés dans 2 environnements (N15 et S15). Le QTL détecté sur le GL A4 était
spécifique a ’environnement STR (Tableau 10). L’ensemble des QTL explique 43,8%, 50 %,
27% et 23,56% de la variation phénotypique totale du caractere dans les environnements
ETM, STR, N15 et S15 respectivement. A 1’exception du QTL sur le GL B6 pour lequel
I’augmentation de la largeur graine est associée a 1’allele du parent sauvage, I'augmentation de
la largeur graine aux autres QTL est associée aux alléles du parent cultivé. Par ailleurs, nous
avons observé une colocalisation des QTL de largeur graine et de taille de la feuille sur les GL
A4 et A5. De méme, les QTL de la largeur gousse et de largeur graine colocalisent tous sur
les différents GL et la direction des effets des alléles sauvages est similaire indiquant un
déterminisme génétique commun pour ces deux caracteres.

4.4.10.6.Composantes du rendement

Un total de 57 QTL expliquant 1 & 17,6% de la variance phénotypique ont été détectés pour
les 6 caracteres de composante du rendement dans les 4 environnements (Tableau 10). Le
nombre de QTL par caractére a varié de 2 pour la biomasse totale a 18 pour le poids de 100
graines.

Biomasse totale, poids gousses, poids fanes et indice de récolte

Deux QTL localisés sur les GL A5 et B5 ont été détectés pour la biomasse totale (BT) dans
les environnements ETM et STR respectivement. Ces 2 QTL ont été détectés dans une région
homéologue et I’augmentation de la biomasse totale est associée a 1’allele du parent cultivé.
Pour le poids de gousses (PGo), 1 QTL a été détecté sur le GL B1 dans 2 environnements
(N15 et S15) et les all¢les du parent cultivé sont associés a 1’augmentation de la valeur du
caractére. Parmi les 6 QTL détectés pour le poids fanes (PFa), 1 QTL localisé sur le GL A2
est commun aux environnements N15 et S15, 1 sur le GL AS est spécifique a I’environnement
ETM et 1 sur le GL BS5 est spécifique a I’environnement STR. Les QTL détectés sur les GL
B2 et B5 sont spécifiques a I’environnement N15. A I’exception des QTL sur les GL B1 et BS
pour lesquels I’augmentation du PFa est associée a 1’alleéle du parent cultivé, I'augmentation
du PFa aux autres QTL est associée aux alleles du parent sauvage avec parfois une
augmentation de 25 g de poids fanes par plante tel qu’observé au QTL A2 dans
I’environnement de Sinthiou-maléme (Tableau 10). Par ailleurs, les QTL sur les GL A5 et B5
sont localises dans une région homéologue mais la direction des effets des alleles sauvages est
inversée (augmentation de la valeur du caractére au génome A et diminution au genome B/K)
(Figure 38). Nous avons observé une colocalisation des QTL de poids fanes et de biomasse
totale au GL A5 ainsi que des QTL de poids de fane et de hauteur de plante au GL A2. Sur ce
dernier GL, les alléles sauvages augmentent la valeur des caractéres. Ce résultat suggere que
I’augmentation de la hauteur de la plante pourrait s’accompagner d’une augmentation du
poids fanes.
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Parmi les 11 QTL pour I’indice de récolte (IR), 2 QTL localisés sur les GL A8 et B1 ont été
détectés dans les environnements S15 et N15 et 1 QTL sur le GL B9 dans les environnements
STR et N15. Les QTL detectés sur les GL B2 et B4 sont spécifiques a I’environnement N 15 et
celui sur le GL A6 a I’environnement STR (Tableau 10). A I’exception du QTL sur le GL A6
pour lequel I’indice de récolte est positivement associé a 1’alléle du parent sauvage, a tous les
autres QTL il est positivement associé a 1’alléle du parent cultivé. Nous avons observé une
colocalisation de QTL pour I’indice de récolte et pour le poids gousse sur le GL B1. A ces
deux QTL, les alléles du parent cultivé augmentent la valeur des caractéres.

Poids de 100 gousses et de 100 graines

Un total de 29 QTL expliquant individuellement 1 & 17,2% de la variance phénotypique des
caracteres poids de 100 gousses (13) et de 100 graines (16) ont été détectés dans 1’ensemble
des 4 environnements.

Parmi les 13 QTL pour le poids de 100 gousses, 1 QTL localisé sur le GL Bl a été détecté
dans les 4 environnements, 1 autre QTL au GL A5 a été détecté dans 3 environnements
(ETM, STR et N15) et 2 QTL localises sur les GL A4 et B5 ont été détectés dans 2
environnements (ETM et STR). Le QTL détecte sur le GL B6 a été spécifique a
I’environnement STR. L’ensemble des QTL explique 51%, 34 %, et 20% de la variance
phénotypique totale dans les environnements ETM, STR et N15 respectivement. Un fait
surprenant, I’effet de 1’allele sauvage au QTL sur le GL B5 a été positif dans I’environnement
ETM mais négatif dans I’environnement STR. Ce résultat suggére un control génétique
différentiel du QTL en fonction du régime hydrique.

Pour le poids de 100 graines, a I’exception du QTL localisé sur le GL A8, qui a été détecté
dans les 3 environnements (STR, N15 et S15), les QTL de poids de 100 gousses colocalisent
parfaitement avec les QTL de poids de 100 graines suggérant un control génétique similaire
pour ces deux paramétres. L’ensemble des QTL explique 51%, 47%, 40% et 22% de la
variance phénotypique totale dans les environnements ETM, STR, N15 et S15
respectivement. L’augmentation du poids de 100 gousses et de 100 graines est associée aux
alleles du parent cultivé au niveau des QTL sur les GL A4, A5, B1, B2 et B5 alors qu’elle est
associee aux alléles du parent sauvage sur les GL B5 et B6. Pour le QTL détecté sur le GL
B6, I’effet de I’alléle sauvage induit une augmentation de 14,74 g et 7,54 g respectivement
pour le poids de 100 gousses et de 100 graines en condition de stress hydrique (Tableau 10).
Nous avons observé une colocalisation des QTL de poids de 100 gousses, de poids de 100
graines et de taille de la gousse et de la graine (particulierement la largeur de la gousse et de la
graine) sur les GL A4, A5, A8, B1, B2, B5 et B6. De plus, une colocalisation trés intéressante
a eté observée entre les QTL de poids de 100 gousses, de poids de 100 graines et ceux des
paramétres foliaires sur les GL A4 et A5. A ces QTL les effets des alléles sauvages sont
dépressifs (Figure 40) suggérant un lien entre la diminution de la surface de la feuille et la
réduction du poids de 100 gousses et de 100 graines.
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Figure 40. Effets des alleles parentaux au locus gi-0620_A (GL Ab5), associé au cluster de
QTL de largeur feuille, largeur gousse, poids de 100 gousses et constriction.

Cette figure illustre une liaison de QTL et le linkage drag. En abscisse de chaque plot, les
génotypes AA, AB et BB indiquent respectivement les lignées homozygotes cultivés,
hétérozygotes et homozygotes sauvages. En ordonné de chaque plot, la valeur phénotypique
du caractere. L alléle du parent sauvage (B) a été associé a une diminution de la valeur de
chaque caractére indiquant /’action de plusieurs QTL liés ou a effet pléiotropique. Par
ailleurs, pour la constriction de gousse et les paramétres agronomiques (IFa, P100Go, 1Go),
| ’effet des alleles sauvages est antagoniste dans un contexte cultivé. Les alléles sauvages
diminuent a la fois la valeur de la constriction (positif dans un contexte cultivé) et la valeur
du poids 100 gousses, largeur gousse et feuille (négatif dans un contexte cultivé). Ce résultat
indique qu’il existe des liaisons entre caracteres favorables et défavorables (linkage drag).

Maturité des gousses et des graines

Parmi les six (6) QTL pour la maturité des gousses et des graines, un QTL localisé sur le GL
B1 a été détecté dans 3 environnements (ETM, STR et N15) et 1 autre QTL localisé sur le GL
A8 a été détecté dans 2 environnements (N15 et S15). Les QTL détectés sur les GL A4 et B4
sont spécifiques de I’environnement ETM. A ces QTL, les alleles du parent cultivé conférent
une meilleure maturité des gousses et des graines. Seul le QTL localisé sur le GL B4 a été
commun aux deux variables de maturité indiquant une probable insuffisance dans les
méthodes d’évaluation du paramétre maturite.

Indices de tolérance a la sécheresse

Treize (13) QTL ont été détectés pour les indices de tolérance au stress. Il s’agit d’'un QTL
pour la biomasse totale (ITS BT) sur le GL A5, d’un pour le poids gousses (ITS_PGo) sur le
GL A2, 5 pour le poids de 100 gousses (ITS_P100Go) sur les GL A4, A5, B1, B2 et B5, et 6
pour le poids de 100 graines (ITS_P100Gr) sur les GL A4, A5, B1, B2, B5 et B6. Ces QTL
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ont expliqueé individuellement 1 a 12,4% de la variance phénotypique totale (Tableau 10). Les
QTL liés aux indices de tolérance au stress hydrique colocalisent tous avec le (s) QTL(s) du
(es) caractere(s) sur la base desquels ils ont été calculés (Figure 38). Pour les QTL d’ITS de
biomasse et de poids de 100 graines détectés sur le GL B6, les effets positifs sont associés aux
alléles du parent sauvage. En revanche, pour les autres QTL d’ITS, les effets positifs sont
associes aux alléles du parent cultivé.

4.4.10.7.Parameétres physiologiques

Huit (8) QTL localisés sur les GL A3, A7, A8, Al10, B2 et B8 ont été detecté pour les 4
parametres physiologiques et ont expliqué individuellement 1 a 13,3 % de la variance
phénotypique totale. Dans I’environnement ETM, seuls les QTL d’activité photosynthétique
(Fluo et PI) ont été détectés. Par contre, en plus des QTL d’activité photosynthétique au GL
A8 (Fluo) et A3 (PI), le QTL sur le GL B8 associé au SPAD et celui au GL A10 associeé a la
température foliaire ont été spécifiquement identifiés dans 1’environnement stressé. Pour les
QTL détectés sur les GL A3 et B8 les alleles du parent sauvage contribuent a une
augmentation de 1’activité photosynthétique et du contenu relatif en chlorophylle en condition
de stress. Par contre, les effets positifs aux QTL sur les GL A3 (Fluo), B2 et A10 ont été
associés a I’allele du parent cultivé. Nous avons observé une colocalisation de QTL au GL B2
entre la Fluo en condition de stress et les indices de tolérance au stress du poids de 100
gousses et 100 graines. L’effet de 1’alléle sauvage a ces caractéres était synergique suggerant
qu’une diminution de la fluorescence chlorophyllienne est associée a une sensibilité au stress
hydrique et a une réduction du rendement.

4.4.10.8.Tolérance a la cercosporiose

Quatre (4) QTL localisés sur les GL A2, B2, B3, et B4 ont été détectés pour la cercosporiose.
IIs expliquent individuellement 9,8 a 14,7 % de la variance phénotypique dans la population
AB-QTL. Les QTL sur les GL A2 et B2 ont été détectés dans une région homéologue et
I’alléle du parent cultivé est associé a une réduction des symptémes. En revanche, aux QTL
sur les GL B3 et B4, la réduction des symptdmes est associée aux alleles du parent sauvage.
Les QTL détectés sur les GL B3 et B4 sont localisees dans des régions chromosomiques
impliqués dans des phénoménes de recombinaison homeéologue avec pour conséquence un
changement du dosage allélique des locus cartographiés dans ces régions. Nous avons
identifié quelques lignées AB-QTL qui ont présenté des recombinaisons homéologues avec a
ces régions des dosages alléliques de types BBKK ou BKKK. Ces lignées avaient une
résistance plus importante a la cercosporiose suggérant un effet du dosage allélique sur
I’expression du phénotype.

4.4.11. Distribution des QTL en fonction des environnements

La répartition des QTL en fonction des environnements a été analysée sur la base des
caracteres communément mesurés dans les 4 environnements. Ainsi, sur les 154 QTL associés
aux caracteres communément évalués dans les 4 environnements, 109 (71 %) sont communs a
au moins 2 environnements et 45 (29 %) sont spécifiques aux differents environnements
(Figure 41). Ce résultat indique ’existence de QTL spécifique et a large spectre d’action
environnementale.
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Figure 41. Diagramme de Venn a 4 ensembles montrant le nombre de QTL communs et
spécifique aux 4 environnements.

4.4.12. Distribution des QTLs en fonction des GLs et des génomes A et B/K

En prenant en compte les 4 environnements, le nombre de QTL par GL a varié de 2 (A9) a 34
(A5) au génome A et de 0 (B7 et B10) a 22 (B1) au génome B/K (Figure 43). De maniere
générale, la plupart des QTL ont été détectés sur les GL A4, A5, A8, B1, B2, B5, B6 et B8
(Figures 38 et 42). Par ailleurs, sur I’ensemble des 232 QTL détectés, 123 (53%) ont été
cartographiés sur les GL appartenant au génome A et 109 (47%) sur les GLs appartenant au
génome B/K. Le nombre de QTL cartographié au génome A a été statistiquement différent de
celui du génome B/K (p = 0, 025). Par ailleurs, sur les 232 QTL, 74 (32,3%) ont été
cartographiés dans des régions homéologues indiquant une certaine cohérence entre
homologie de structure et de fonction pour les génomes A et B/K.
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Figure 42. Distribution du nombre de QTL en fonction des GL des génomes A et B/K.
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Tableau 10. Récapitulatif des QTL détectés dans les 4 environnements.

Catégorie Phénotype GL ETM STR N15 S15
Marqueur Pic IC(cM) Lod R* A Marqueur Pic IC(cM) Lod R* A Marqueur Pic IC(cM) Lod R* A Marqueur Pic IC(cM) Lod R* A
Floraison D1F A4 IPAHM108_A 49.20 37.2-55.2 440 336 0.13
A7 TC6G09_A 86.00 74-94 459 389 0.20
A8 TCI9F04_A 166.00 148-166.4 4.67 10.59 -0.49 TC9F04 A 166.00 140-1664 437 859 -0.56
A10 Seq9F01_A 55.80 44.4-558 4.85 1551 0.58
B2 Seq2F05_B 8590 839-86.2 4.01 772 0.29 Seq14G03_B 8390 659-859 743 1179 0.17
B8 IPAHM540_B1 31.60 28-42 326 5.88 -0.65 -
B9 Lec-1.B 39.00 32.6-493 327 808 1.24 Lec-1.B 39.00 32.6-58.6 3.28 8.08 1.24 Lec-1.B 58.60 36.6-72 404 6.73 -0.27
D50F Al Seq13A10_.A 38.00 30.1-102 3.04 1.75 046
A8 TCI9F04_A 166.40 138-166.4 3.14 4.23 -0.38 TC9F04 A 166.00 120-166.4 437 859 -049 TC9F04_A 126.00 110-164 3.30 1096 -0.17 TC9F04 A 166.00 140-166.4 427 523 -0.28
A10 Seq9F01_A 5440 424-558 527 1113 051 Seq9F01_A 5580 42.4-558 343 1011 026 Seq9F01_A 55.80 42.4-558 3.03 10.11 0.16
CF A5  Ah3TC28B01_A79.60 68-79.6 12.10 40.29 0.84 Ah3TC28B01_A79.60 68-79.6 12.84 44.68 0.87 Seq8C10_A 7380 66-79.6 12.07 51.19 0.90 Seq8C10_A 7380 66-79.6 11.70 49.34 0.89
B5 PMO065_B 68.00 66.3-72 532 19.98 0.44 PM065_B 68.00 66.3-72 533 21.24 045 PM065_B 68.00 64-70 6.06 24.69 0.53 PM065_B 68.00 66.3-70 6.17 2444 0.53
CT A8 TC9F04_A 164.00 134-166 4.44 451 028 TCOF04_A 164.00 136-166 4.52 4.68 0.29 - - - - - - - - - - - -
B8 IPAHM540_B1 31.60 31.1-38 496 9.17 0.68 IPAHM540_B1 31.60 31.1-38 494 9.01 0.67 - - - - - - - - - - - -
PT Al Seq8E12_A 136.00 122-152 6.25 5.60 0.22 Seq8E12_A 162.00 134-165 7.08 17.96 0.32 - - - - - - - - - - - -
PF B4 [PAHM108_A 5590 39.9-65 4.29 10.20 045 IPAHM108_A 5590 39.9-65 436 10.50 0.47 - - - - - - - - - - - -
FTP A2 RI2A06_A 89.30 82-90.4 522 16.36 -0.54 RI2ZA06_A 89.30 82-90.4 510 16.02 -0.56 - - - - - - - - - - - -
Architecture HTP A2 RI2ZA06_A 86.00 74-90.4 315 851 3.68
dela plante A4 Seq15C12_A1 37.20 31.2-452 552 9.29 185
A5 gi-0620_A 0.00 0-12 344 954 -331
A9 Seql7E03_.A 12.80 "8-20 445 11.00 -1.76
Bl Seq4A06_B 7310 66.5-73.7 4.05 1215 2.15
B3 TC11E04_B 42.00 28-64 315 247 143
B8 IPAHM540_B1 36.00 31.1-43.6 517 1238 2.29 IPAHM540_B1 34.00 31.1-43.6 496 1333 2.17 IPAHM540_B1 32.00 31.1-40 439 1131 381
PP Al - - - - - - Ah3TC31F12_A110.00 104-160 3.53 451 7.29 Ah3TC31F12_A110.00 104-146 3.63 546 6.81 - - - - - -
A2 - - - - - - Seq11HO1_A 4.00 0-10.2 413 324 012 Seq11HO1_A 4.00 0-10 442 228 048 - - - - - -
B5 - - - - - - gi-0909_B 14.00 12.8-48 3.64 511 23.07 gi-0909_B 14.00 12.8-48 393 651 24.07 - - - - - -
B8 - - - - - - PM188_B 6.00 2-10 594 321 459 PM188_B 6.00 2-10 6.80 3.67 5.06 - - - - - -
IBPGR Al - - - - - - Ah3TC31F12_A 110.00 90-152 3.74 4.00 -0.19 - - - - - - - - - - - -
A2 - - - - - - Seq11HO1_A 4.00 0-10 420 246 0.00 - - - - - - - - - - - -
A5 - - - - - - gi-0385_A 18.00 14-24 434 525 -036 - - - - - - - - - - - -
B5 - - - - - - gi-0909_B 14.00 12.8-52 429 553 -0.81 - - - - - - - - - - - -
B8 - - - - - - Ad90F2_B 1840 "2-19 501 125 -0.06 - - - - - - - - - - - -
LTC A2 - - - - - - Seq11HO1_A 52.00 0-69.7 474 414 -1.49 - - - - - - - - - - - -
B8 - - - - - - Ah3TC38C01_B 34.00 "6-56 3.83 1057 1.70 - - - - - - - - - - - -
Architecture LFa A4  Seql2E10.A 7720 51.2-113.2 531 096 -0.15 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
de la feuille A5 gi-0620_A 0.00 0-4.8 11.85 21.94 -0.71 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
IFa A4  Seql2E10.A 7520 53.2-932 788 1.02 -0.09 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
A5 gi-0620_A 0.00 0-4.8 16.07 34.85 -0.47 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
B3  Seq2C11.B 2190 12-24 396 267 034 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LFs A4  Seql2E10.A 7720 552-107.2 517 1.64 -0.18 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
A5 gi-0620_A 0.00 0-4.8 11.04 19.53 -0.58 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
IFs A4 Seql2E10_.A 7720 53.2-93.2 643 217 -0.09 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
A5 gi-0620_A 0.00 0-12 14.75 27.71 -0.35 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lp Al  Seql3A10_A 52.60 50-106 319 743 0.17 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
A4  Seql2E10.A 8210 57.2-115.2 3.06 6.60 -0.32 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
A5 cAS5.loc70 70.00 0-79.6 353 911 028 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LFll A5 gi-0620_A 0.00 0-14 717 23.53 -7.87 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SF A4  Seql2E10_.A 8210 57.2-101.2 3.87 1.64 -23.39 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
A5 gi-0620_A 0.00 0-4.8 939 17.68 -73.13 - - - - - - - - - - - - - - - - - -




Catégorie Phénotype GL ETM STR N15 S15
Marqueur Pic IC(cM) Lod R*> A Marqueur Pic IC(cM) Lod R*> A Marqueur Pic IC(cM) Lod R*> A Marqueur Pic IC(cM) Lod R*> A
Morphologie Bec A4 Seq12E10_.A 8210 61.2-101.2 412 10.93 0.55 - - - - - - - - - - - -
de la gousse A5 Seq8C10_A 72.00 0-79.6 3.05 746 -0.59 - - - - - - - - - - - -
A7 TC6G09_A 9540 78-95.4 542 1031 0.83 TC6G09_A 9540 78-95.4 310 11.73 0.74 - - - - - - - - - - - -
B3 Ah3TC22G05_B50.80 34-60 455 6.00 0.64 - - - - - - - - - - - -
B8 TC6G09_B 0.00 0-4 394 958 0.57 TC6G09_B 0.00 0-4 552 13.08 0.74 - - - - - - - - - - - -
Cons A5  gi-0620_A 0.00 0-10 358 9.04 -115 gi-0620_A 0.00 0-10 377 974 -112 - - - - - - - - - - - -
A8 TC1EO05_A 130.00 112-144 445 1212 098 TC1E05_A 130.00 116-146 5.93 16.01 1.05 - - - - - - - - - - - -
A10 Seq4H11_A 2990 26.5-424 5.08 9.73 -093 - - - - - - - - - - - -
LGo A3 TC11E04_A 126.00 118-136 598 159 -0.22
A8 Ah3TC22C01_A 104.00 97-112 408 8.07 -092 Ad90F2_A 98.00 78-112 3.66 1093 -099 Ah3TC22C01_A44.00 4-106 4.08 0.25 -0.08
B2 TC9F04_B 1790 179-32.7 6.06 16.86 -1.81
B3 TC11E04_B 46.00 30-47.5 856 552 198 TC11E04_B 4750 28-50 519 642 170
B6 gi-0936_B 80.10 22.1-844 4.22 9.07 133
B8 TC6G09_B 2.00 0-6 754 1415 1.53 TC6G09_B 2.00 0-6 775 652 046 TC6G09_B 2.00 0-6 6.80 5.16 0.90 TC6G09_B 2.00 0-6 631 843 092
1Go Al Seq4D04_A 119.90 78-146 3.03 10.89 -0.16 Seq4D04_A 116.00 110-159.3 3.37 11.52 -0.24
A4  Seql2E10_.A 9120 59.2-121.2 492 0.77 -0.07 Seq12E10_.A 89.20 61.2-105.2 540 0.81 -0.21 Seq12E10_.A 87.20 61.2-111.2 396 198 -0.14
A5 gi-0620_A 0.00 0-12 6.12 812 -055 gi-0620_A 0.00 0-8 6.85 1275 -0.89  gi-0620_A 2.00 0-20 424 946 -032 gi-0620_A 0.00 0-14 467 5.03 -0.28
A7 RN13D04 8.00 0-22 310 10.19 -0.49
B1 TC1A08_B 5280 16-64 428 557 -0.27 TC1A08_B 52.00 34-62 3.64 871 -0.25 TC1A08_B 52.00 26-94 3.63 844 -0.27
B2 TC9F04_B 1790 17.9-24.7 4.07 14.88 -0.74
B3 Seq2C11.B 2190 12-247 321 519 0.80
B5 Seql9H03_B2 7590 12.8-759 348 388 -0.21 Seq19H03_B2 7590 38-75.9 411 841 -0.38
B6 PM137_B 3140 20.1-86.1 3.06 6.72 0.40 PM137_B 3140 20.1-86.1 3.01 646 042
Morphologie LGr A2 PM032_A 18.00 12-188 4.68 3.37 0.04
de la graine A4 Seq15C12_.A 39.20 33.18-95.2 462 059 -0.19
A6 Ah3TC42A02_A1090 4.85-22.9 445 828 -0.20
A7  Ad90K4_A 72.00 64-86 329 161 -0.10
A8 Ah3TC22C01_A106.00 102.1-112 4.38 892 -0.47
B3 TC11E04_B 44,00 28-62 542 843 092 TC11E04_B 44.00 24.7-62 643 339 0.71 TC11E04_B 44.00 30-48.6 567 11.87 1.07 TC11E04_B 44.00 30-47.5 7.05 1255 1.21
B6 gi-0936_B 7610 22.1-861 523 642 0.67 gi-0936_B 80.10 22.1-841 493 684 054 gi-0936_B 80.10 32.07-84.1 7.58 12.02 0.80
B8 TC6G09_B 2.00 0-6 7.75 6.02 044 TC6G09_B 2.00 0-6 499 444 042
1Gr A4  Seql2E10_.A 97.20 83.2-119.2 649 3.55 -0.20 Seq12E10_.A  91.20 83.2-105.2 7.01 3.93 -0.21 Seq12E10_A 107.00 85.2-121 4.94 0.28 0.02
A5  gi-0620_A 0.00 0-18 418 598 -0.17 gi-0620_A 0.00 0-20 498 11.08 -0.33 gi-0620_A 12.00 0-32 532 550 -0.15
A8 RN22A12_A 38.00 18-108 412 576 -0.12 PM188_A 102.20 97-118 4.01 10.74 -0.11
B1 TC1A08_B 52.00 18-60 575 1051 -019 TC1A08_B 24.00 14.1-43.7 504 6.18 -0.12 TC1A08_B 52.00 16-64 514 9.78 -0.15
B2 TC9F04_B 1790 17.9-219 529 13.66 -0.36
B5 gi-0909_B 1290 128-759 4.77 1499 -0.56  gi-0909_B 1290 3-759 451 3.09 -030
B6 PM137 B 3140 20.1-861 320 782 040 PM137_B 3140 20.1-84.1 4.87 11.16 0.29
Composantes BT A5 PM065_A 59.00 34-59.5 329 296 -2451
du rendement B5 IPAHM282_B1 56.70 12.8-759 3.39 296 -24.51
PGo B1 Seq19C03_B1 50.00 24-60 386 825 -7.44 Ah3TC20E08_B86.90 36-96 3.69 13.06 -7.85
PFa A2 RIZA06_A 89.30  80-90.4 319 858 2322 RI2A06_A 89.30 84-90.4 329 1145 2492
A5 PM065_A 59.00 34-59.5 306 544 197
A9 RN35H04_A 6850 64-74 441 584 397
B2 Seq14G03_.B 6190 579-652 431 042 297
B5 IPAHM455 B 57.20 12.8-759 334 852 -297
IR Al RN17F12_A 174.00 170-174 3.17 270 -1.96
A6 Ah3TC42A02_A2.85 2.85-129 386 11.85 445
A8 RM5G08_A 62.00 0-98 3.03 441 -0.03 RM5G08_A 64.30 48-138 3.03 879 -1.14
B1 Ah3TC31F12_B72.00 3.96-84 6.27 10.66 -4.57 Ah-3_B 66.40 56-98 419 11.12 -3.14
B2 Seq2F05_B 8590 43.89-86.2 3.08 294 -1.75
B4 Seq15C12_B1 3390 33.88-65 330 4.00 -2.21
B9 Lec-1.B 3899 3257-49.3 323 9.81 -838 RN25B01 52.60 30.93-64.6 340 390 -2.17
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Catégorie Phénotype GL ETM STR N15 S15

Marqueur Pic  IC(cM) Lod R®* A Marqueur Pic  IC(cM) Lod R®* A Marqueur Pic  IC(cM) Lod R* A Marqueur Pic  IC(cM) Lod R* A
Composantes P100Go A4 Seql2E10.A 9320 73.2-117.2 534 275 -898 Seql2E10.A 93.20 63.18-126 334 1.09 -1.63
du rendement A5 gi-0620_A 0.00  0-20 518 7.10 -1249 gi-0620_A 0.00 0-18 317 571 -14.05 gi-0620.A 2.00 0-32 322 410 -349

B1 TC1A08_B 52.80 18-62 6.22 1135 -15.75 TC1A08_B 52.00 396-92 316 544 -854 TC1A08_B 52.00 40-76 517 1179 -10.53 Seq4D04B  73.70 483-84 394 13.02 -991
B2 TC9F04_B 1790 17.9-57.9 383 17.18 -17.50
B5 Seq19H03_.B2 70.00 128-759 4.13 081 0.68  Seq19H03_B2 7590 12.8-759 3.06 183 -3.95
IPAHM524_B1 73.00 59.69-78.1 3.75 1153 14.74
P100Gr A4 Seql2E10.A 9520 75.2-119.2 538 193 -2.77 Seql2E10.A 9120 69.2-111.2 456 036 -1.27
A5 gi-0620_A 000 0-22 569 958 -593 gi-0620_A 000 0-12 493 1457 872  gi-0620_A 200 0-32 322 610 -349
A8 Ah3TC22C01_A106.70 100-114 3.02 556 -3.18 PM188_A 102.00 97-112 460 12.64 -298  Ah3TC22C01_A106.70 97-124 326 896 -2.95
B1 TC1A08_B 52.00 483-60 812 1238 -6.22 TC1A08_B 52.00 34-60 395 810 -2.63
B2 TC9F04_B 1790 179-57.9 3.02 14.20 -6.34 TC9F04_B 1790 179-279 3.05 993 -575
B5 Seql9H03.B2 72.00 68-759 534 204 -0.36

B6 IPAHM524_B1 73.00 20.1-80.1 434 1217 7.54  TC3H07_B 2400 20.1-86.1 330 757 546  PM137B 3140 20.1-86.1 449 1167 7.07

Maturité MGo A8 RM5G08_A 58.00 50.7-84 345 722 -144 RM5G08.A 59.00 50.7-84 378 812 -1.58
B4 Seql5C12_B1 3590 339-41.3 3.14 10.22 -10.82
MGr A4 TC7G10_A 111.20 89.2-125.2 528 135 -0.14

B1 Seq4D04_B 74.00 32-86 455 520 -216 Ap-152B 3180 596-765 4.57 394 -5.63 TC2E05 B 1600 596-765 4.55 520 -2.16
B4 Seq15C12_.B1 3590 33.9-413 10.76 0.50 0.41
Indice de tolérance ITS_BT A5 PM065_A 59.00 36-59.5 324 496 0.04 - - - - - - - .- - . B B I R
a la sécheresse ITS_PGo A2 RM2H10.A  46.00 26-68 601 7.69 -0.25 - - - - - - - - - - - - - R
ITS_P100Go A4 Seql2E10.A 101.20 61.18-126 348 191 -0.15 - - - - - - - - - - - - - - - -
A5 gi-0620_A 0.00 0-16 397 557 -0.24 - - - - - - - - - - - - - - - -
B1 TC1A08_B 5280 396-86 429 579 -0.25 - - - - - - - - - - - - - - - -
B2 TC9F04_B 1790 17.89-439 3.07 1147 -0.31 - - - - - - - - - - - - - - - -
B5 Seq19H03_.B2 72.00 12.8-759 328 113 -0.01 - - - - - - - - - - - - - - - -
ITS_P100Gr A4 Seq12E10.A 9320 69.2-121.2 3.88 145 -0.11 - - - - - - - - - - - - - - - -
A5 gi-0620_A 0.00 0-16 476 875 -0.25 - - - - - - - - - - - . - - . .
B1 TC1A08_B 52.80 32-62 421 540 -0.18 - - - - - - - - - - - - - - - -
B2 TC9F04_B 1790 17.9-279 3.06 12.44 -0.27 - - - - - - - - - - - - - - - -
B5 Seq19H03_.B2 72.00 128-759 3.51 058 -0.01 - - - - - - - - - - - - - - - -
B6 PM137_B 3140 20.1-86.1 385 737 036 - - - - - - - - - - - - - - - -

Physiologie Fluo A3 PM_015.A 40.00 34-48 9.75 514 -0.01 - - - - - - - - - -
Fluo A8 Seq2G03_A 54.00 32990 3.04 959 -001 - - - - - - - - - -

B2 RM2H10_B 6390 59.9-652 628 050 -0.01 TC7H02.B2 3270 24.7-862 3.29 1138 -0.01 - - - - - - - - - -

PI A3 [PAHM103_.A 2.00 0-8 305 744 036 - - - - - - - - - -

PI A7 RN13D04.A 0.00 0-22 3.53 1154 0.19 - - - - - - - - - -

SPAD B8 Ad90F2_B 1840 14-22 3.07 1327 023 - - - - - - - - - -

TF A10 TC1G04_A 2650 16.4-299 3.07 10.86 0.55 - - - - - - - - - -

Cercosporiose Cerco A2 - - - - - - - - - - - - PM230_A 1020 2-11.8 439 14.66 047 - - - -
B4 - - - - - - - - - - - - Ah3TC39B04_B57.90 39.9-65 4.02 1338 -0.32 - - - -

B2 - - - - - - - - - - - - Seq11HO1 B 2470 17.9-319 359 9.78 0.39 - - - -

B3 - - - - - - - - - - - - TC4G02_B1 1160 0-50 328 10.86 -0.47 - - - -

Les paramétres non evalués dans les environnements sont indiqués par des tirets. IC=Intervalle de confiance, R*=Variance phénotypique, A=Additivité. Phénotypes: D1F = Date premiére floraison; D50F = Date 50% floraison; CF = Couleur de la fleur; CT = Couleur
dela tige ; PT = Pilosité de la tige; PF = Pilosité de la feuille; HTP = Hauteur tige principale; PP, IBPGR = Portde la plante; LTC = Longueur tige cotyledonaire ;FTP = Fleur tige princiaple; BT = Biomasse totale; PGo = Poids gousse ; PFa = Poids fanes; IR = Indice de recolte; LGo =
Longueur gousse; 1Go = Largeur gousse; LGr = Longueur graine; IGr =largeur Graine ; P100Go = Poids 100 gousses; P100Gr = Poid s 100 graines; MGo = Maturité gousses; MGr = Maturité graines; Bec = Bec; Cons = Constriction; Fluo = Fluorimétrie; PI = Indice photosynthétique; TF
=Température Foliaire; LFa = Longueur foliole apical; I[Fa = Largeur foliole apicale; LFs = Longueur foliole subapicale; IFs = Largeur foliole subapicale; Lp = Longueur pétiole; LFll = Longueur Feuille; SF = Surface de la feuille; Cerco = Cercosporiose.
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4.5. Discussion

La présente étude a été entreprise pour élargir la base génétique de 1’arachide cultivée et
évaluer le potentiel des espéces sauvages pour I’amélioration variétale de 1’arachide cultivée.
Les principaux résultats obtenus sont discutés dans les paragraphes qui suivent.

45.1.  Stérilité et introgression des segments chromosomiques sauvages dans
un fond génétique cultivé

Nous avons observé de la stérilité lors de la construction de la population AB-QTL et une
faible introgression de segments chromosomiques sauvages dans le fond génétique du parent
cultivé. La stérilité observée dans notre étude est comparable a celle rapportée dans plusieurs
croisements interspécifiques. En effet, un degré élevé de stérilité a été observé dans la
descendance BC;iF: issue du croisement entre A. hypogaea cv Florunner et TXAG6 ([A.
Batizocoi x (A. cardenasii x A. diogoi)]*) (Burow et al., 2001). De méme, des hybrides
dérivés du croisement entre différents tétraploides synthétiques de génome AAKK et A.
hypogaea ont montré une grande variabilité de leur fertilité et les auteurs ont suggéré
I'influence des facteurs génétiques ou épigénétiques (Leal-Bertioli et al., 2014). Dans notre
étude, nous avons observé un accroissement de la stérilité en fonction des générations de
fixation, ce qui suggere la présence d’un ou de quelques genes de stérilité en ségrégation. Par
ailleurs, méme lorsque les hybrides étaient fertiles, le taux d’introgression observé a été 2 fois
inférieur a celui attendu. Le nombre moyen de segments chromosomiques sauvages par lignée
AB-QTL (16 dans notre étude) est comparable a celui obtenu dans une population BC2F2:3
chez le cotton (17 segments) (Zhai et al., 2016). L’introgression différentielle en fonction des
génomes et 1’absence d’introgression a certains chromosomes (B10 par exemple) suggére que
le fond génétique des parents utilisés est un facteur déterminant pour le transfert de
chromatine entre espéces (Waghmare et al.,, 2016). Le faible taux d’introgression
particulierement au génome B a sans doute été a 1’origine du faible nombre de QTL détectés
au génome B/K comparativement au génome A. Par ailleurs, en plus de la différence de
niveau d’introgression traduite par un taux de distorsion de ségrégation élevé, la structuration
des lignées en famille a sans doute été a I’origine d’une réduction de puissance de détection et
d’estimation fine des intervalles de confiance (IC). Les IC ont été relativement important pour
certains QTL comme le QTL de longueur du pétiole sur le GL A5. Des résultats similaires ont
¢été rapportés dans 1I’étude de Chee et al., (2005) chez le coton, dans laquelle, parmi les 28
QTL de longueur de fibres identifiés, 19 avaient des IC étendus. De plus, une forte interaction
génotype*famille a été décrite illustrant la complexité de l'introgression des segments
chromosomiques exotiques dans le fond génétique du coton cultivé.

45.2. La population AB-QTL développée: une ressource précieuse de
variation

Nous avons observé une trés forte variabilité dans la population AB-QTL, traduite par des
coefficients de variation génotypique et phénotypique élevés pour les 37 caracteres mesurés.
Les paramétres de composantes de rendement, de port de la plante ou encore de surface
foliaire ont été les parametres ayant le plus fortement varié entre les lignées. Le potentiel
discriminant des variables agromorphologiques ont été rapportes par plusieurs études utilisant
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des cores ou mini core collection chez 1’arachide (Upadhyaya, 2005; Pandey et al., 2014).
Nous avons aussi observé une ségrégation transgressive positive pour plusieurs caractéres
d’intérét agronomique. La ségrégation transgressive pour des caractéres quantitativement
hérités est fréquemment observée chez les plantes et peut s’expliquer par 1’existence de
formes alléliques a effet variable chez les parents utilisés (Xiao et al., 1996; Liu, 1997; de
Vienne, 1998). Chez le riz, une ségrégation transgressive a permis d’obtenir des lignées ayant
surclasse la variété élite pour 12 caractéres agronomiques étudiés dans une population
interspécifique dérivée du croisement entre une variété de riz et une accession d' O.
Rufipogon, phénotypiquement inférieure (Xiao et al., 1996, 1998). Par ailleurs, les gains
génétiques attendus dans la population AB-QTL ont été importants ce qui représente un
potentiel intéressant pour I’amélioration variétale de caracteres ciblés.

4.5.3. ldentification des alléles sauvages favorables et intérét des especes
sauvages en sélection

Dans notre étude, sur les 232 QTL détectés, 80 (34,5%) QTL ont eu des effets positifs
associes aux alléles du parent sauvage. Ces QTL ont expliqué une grande partie de la variance
phénotypique. Par exemple, les alléles sauvages a deux QTL localisés sur les chromosomes
B6 et B4 ont eu des effets favorables permettant d’augmenter de 14,7 g le poids de 100
gousses en condition de stress et d’expliquer 13,4% de la variance phénotypique pour la
résistance a la cercosporiose respectivement.

Les travaux pionniers d’analyse AB-QTL chez I’arachide ont permis de détecter 98 QTL pour
27 parameétres agro-morphologiques. Dans cette étude, la moitié des QTL étaient
favorablement associés a 1’alléle du parent sauvage (Fonceka et al., 2012a). L'approche AB-
QTL a été largement utilisée chez plusieurs plantes a base génétique étroite. Chez la tomate,
Tanksley et al., (1996) ont analysé environ 170 lignées AB-QTL issues du croisement entre
une variété élite de L. esculemtum et I’espéce sauvage L. pimpinellifolium ('LA1589"). Sur les
QTL controlant les caractéres horticoles d’intérét, I’espéce sauvage L. pimpinellifolium
possédait des alleles QTL capables d’améliorer la plupart des caractéres importants chez la
tomate. Chez 1’orge, Pillen et al., (2003) ont développé une population BCzF> a partir du
croisement 'Apex' (ssp vulgare) x 'ISR101-23' (ssp. spontaneum). Sur les 86 QTL détectés,
des effets favorables ont été identifiés a 29 QTL. A un QTL, l'alléle sauvage a été associé a
une augmentation moyenne de rendement de 7,7% dans les six environnements étudiés. Chez
le riz, Yamamoto et al., (2000) ont développé une population BC4F2 a partir d'un croisement
entre une accession de riz japonica 'Nipponbare' et une variété de riz Indica 'Kasalath'.
L’analyse AB-QTL a révélé que deux QTL, Hd6 et Hd7 ont été impliqués dans la variation du
nombre de jours pour 1’épiaison et I’alléle sauvage au QTL Hd6 a amélioré la précocité
d’épiaison de 13,5 h par rapport au parent Nipponbare. Thomson et al., (2003) ont développé
une population AB-QTL entre O. rufipogon (IRGC 105491) et le cultivar américain
‘Jefferson’ (O. sativa ssp). Soixante-seize QTL ont été identifies pour les 13 caracteres
impliqués dans 1’élaboration du rendement et les alléles d’O. rufipogon étaient favorables
pour 53% des caractéres. Chez le blé, Kunert et al., (2007) ont étudiés des caracteres de
qualité de cuisson sur deux populations BC2F3 dérivées de blé d'hiver «Batis» et 'Zentos' (T.
aestivum L.) et de deux hexaploides synthétiques «Syn022» et «Syn086». Les alléles
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exotiques etaient favorables a 14 QTL. A 1 QTL sur le chromosome 4B, l'alléle exotique a
augmenté de 19,6% le caractére considéré.

454, Comparaison des QTL deétectés dans notre étude et ceux de la
littérature

Sur la base de nos connaissances actuelles, un grand nombre de caractéres a été cartographié
pour la premicre fois chez I’arachide. C’est notamment le cas des caractéres relatifs a
I’architecture de la feuille, la couleur de la fleur ou encore la pilosité. Par ailleurs, pour de
nombreux QTL, des allé¢les favorables d’origine sauvage ont été identifiés pour la premiére
fois. C’est le cas par exemple du QTL de taille de gousse sur le GL B3. Toutefois, nous avons
observé une similitude entre les QTL détectés dans notre étude et ceux rapportés dans la
littérature. Par exemple, le QTL de taille de graine cartographié sur le GL B6 dans notre étude
se situe dans une méme région que celui rapporté par Fonceka et al., (2012a). De méme, a
I’exception des QTL de forme du bec sur les GL A5 et B8 et de constriction de la gousse sur
le GL A5, qui sont spécifiques de notre étude, les QTL de bec et de constriction observés dans
notre étude sont comparable a ceux de Fonceka et al., (2012a). Par ailleurs, le QTL pour la
cercosporiose localisé sur le GL B3 et associé au marqueur TC4G02 se situe dans une méme
région que celui décrit dans les travaux de Khera et al., (2016).

45.5. Corrélation phénotypique, colocalisations des QTL et déterminisme
génétique des caracteres étudiés : Quels implications pour la sélection
variéetale ?

La présente étude a clairement mis en évidence d’une part une bonne corrélation entre
certains caracteres et d’autre part une excellente colocalisation de QTL pour des caracteres
phénotypiquement corrélés. Les corrélations observées spécifiquement entre caracteres de
composantes de rendement dans notre étude sont comparables a ceux rapportées par Fonceka
etal., (2012a).

L’une des colocalisations de QTL les plus remarquables associée a une forte corrélation
phénotypique a été observée entre les paramétres de composantes de rendement, de taille de
gousse (et de graine) et de taille de feuilles notamment aux GL A4 et A5. A ces QTL, la
direction des effets des alléles parentaux était similaire suggérant qu’une augmentation de la
taille de feuille induit une augmentation de taille de la gousse (et de la graine) et par ricochet
une augmentation du poids de 100 gousses (et 100 graines). L’implication de la taille de
feuille sur le rendement a été mis en évidence chez de nombreuses plantes (Richards, 2000;
Malone et al., 2002; Su et al., 2015). Ainsi, les caracteres associés a la feuille gagneraient en
importance comme critére de sélection pour I’augmentation du rendement.

Nous avons observé une colocalisation de QTL de poids fanes et de biomasse totale avec des
effets des alléles parentaux allant dans le méme sens pour le GL B5 en condition de stress
mais qui sont antagonistes pour le GL A5 en condition irriguée. Ce résultat indique qu’une
diminution de la biomasse totale n’est pas forcément associée a une diminution du poids fanes
et que ’arachide privilégierait la production de gousses au détriment de la production en fanes
en condition de stress. Par ailleurs, en dépit d’une corrélation négative entre le poids fanes et
I’indice de récolte, nos travaux ont indiqué que les QTL de poids gousses sont localisés dans
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des régions différentes de ceux pour le poids de fanes. Par conséquent, on pourrait conduire
une sélection a la fois pour I’augmentation du poids de gousses et du poids de fanes.

Par ailleurs nous avons observé une colocalisation de QTL pour lesquels les effets des alleles
sauvages ¢étaient antagonistes dans un contexte cultivé. C’est le cas par exemple de la
constriction de la gousse et de certains paramétres agronomiques sur le GL A5. Dans cette
région, les alleles sauvages diminuent a la fois la valeur de la constriction (positif dans un
contexte cultivé) et la valeur du poids de 100 gousses de taille de gousse et de feuille (négatif
dans un contexte cultive). Ce résultat indique qu’il existe des liaisons entre caracteres
favorables et défavorables (linkage drag). Cependant, sous I’hypothése que ces caractéres sont
contrélés par plusieurs QTL proches, un effort de cartographie fine serait indispensable pour
pourvoir tirer profit de tous les alléles sauvages a effet bénéfique.

45.6. Homologie structurale et fonctionnelle des génomes A et B/K chez
I’arachide tétraploide

L’un des résultats majeurs de notre étude a été la proportion élevée (33%) de QTL
homéologues qui ont été identifiés. Ceci indique une relative bonne cohérence entre
homologie de structure et de fonction entre les génomes A et B/K chez 1’arachide tétraploide.
Nos résultats sont globalement différents de ceux obtenus par Fonceka et al., (2012a) qui a
partir d’une population AB-QTL évaluée dans 2 environnements ont identifié 98 QTL dont 4
% ¢étaient homéologues. Cette différence interpelle sur les raisons d’une divergence des
résultats entre les deux études. Une premiére réponse pourrait provenir de la différence du
matériel génétique utilisé. Le tétraploide synthétique AiAd utilisée par Fonceka et al., (2012a)
a été développé a partir des ancétres diploides les plus probables de I’arachide cultivé, A.
duranensis et A. ipaensis (Favero et al., 2006). Compte tenu de la forte proximité génétique
entre A. ipaensis et le génome B de A hypogaea (Bertioli et al., 2016), il est possible que la
différence de polymorphisme entre les deux génomes parentaux A et B ait induit un faible
nombre de QTL homéologues aux 2 génomes. Dans notre étude, le polymorphisme entre
génomes A sauvage et cultivé (71,6%) est comparable a celui des génomes B et K (77,2)
(Nguepjop et al., 2016). Ce polymorphisme élevee et similaire entre génomes A et B/K a sans
doute permis la détection d’un grand nombre de QTL homéologues comparativement aux
travaux de Fonceka et al., (2012a). Ces observations suggerent que la variation des QTL
homéologues peut dépendre des especes polyploides impliquées. Le deuxieme élément de
réponse pourrait provenir du contrble génétique différentiel entre les génomes A et B/K pour
les caractéres étudiés. Des modifications d’expression de génes en fonction des génomes
homéologues, la néo-fonctionnalisation ou la sous-fonctionnalisation des génes homéologues
apres polyploidie chez divers allopolyploides, comme le coton (Chaudhary et al., 2009) et les
brassica (Sochorova et al., 2016; Zhang et al., 2016a) ont eté rapporté. En accord a nos
travaux, Burow et al., (2014) ont récemment introgrésse un QTL homéologue pour la
résistance au nématode a partir du croisement entre la variété Florunner et I’amphidiploide
TxAGS6. Plusieurs auteurs ont aussi décrit I'identification de QTL pour les mémes caracteres
sur les GL homéologues notamment chez le blé (Quarrie et al., 2005) ou les brassica (Jiang et
al., 2011; Fopa Fomeju et al., 2014, 2015).
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45.7. Vers la création de variétés adaptées aux environnements de culture
chez I’arachide

Sur la base de notre étude AB-QTL multi environnement, certains QTL (71%) sont stables a
travers les environnements et peuvent étre exploités pour la création des variétés adaptées a
plusieurs environnements. En revanche, des QTL spécifiques a certains environnements
suggerent qu’une création variétale ne saurait s’affranchir des conditions de 1’environnement
pour lequel la variété est destinée. Ces ¢léments d’analyse doivent étre pris en compte pour le
déploiement des variétés adaptés aux environnements. Par exemple, I’introgression des alleles
sauvages favorables pour la tolérance a la cercosporiose dans des variétés sensibles est une
perspective prometteuse pour la création des variétés adaptées dans I’environnement de Nioro
ou un inoculum naturel sévit au cours de I’hivernage. Ceci permettrait d’améliorer le
rendement et la qualité des fanes qui est un produit important générateur de revenus pour les
agriculteurs du Sénégal. De plus, la résistance aux maladies chez des plantes est souvent régie
par des genes a large spectre environnemental et qui peuvent aussi étre efficaces contre un
large éventail d'agents pathogenes (Manosalva et al., 2009; Gutiérrez et al., 2014). Ainsi
I’amélioration pour la cercosporiose via I’utilisation de ces all¢les sauvages pourrait permettre
d’améliorer la résistance a d’autres agents pathogenes dans les environnements de culture.
Des lignées arborant les alleles favorables ont été identifiés et constituent une ressource pour
transférer des alléles de résistance chez des variétés cultivées.

4.6.Conclusion

Une population interspécifique AB-QTL a été développée pour élargir la base génétique du
cultigéne et identifier des alleles d’origine sauvage favorables en sélection. Nos résultats ont
indiqué une stérilité au cours du développement de la population et un faible niveau
d’introgression des fragments chromosomiques sauvages dans le fond génétique cultivé. A
I’issue d’un phénotypage dans 4 environnements contrastés au Sénégal, 1’analyse génétique
de la population AB-QTL nous a permis d’identifier 232 QTL pour des caractéres
agromorphologiques, des indices de tolérance a la sécheresse et pour la cercosporiose. A ces
232 QTL, 80 ont été positivement associés aux alléles de 1’amphidiploide sauvage. Nos
résultats ont montré une forte colocalisation de QTL entre caracteres phénotypiquement
corrélés suggérant qu'un faible nombre de QTL contribuent a la variation d’un trés grand
nombre de caracteres. Les effets de QTL commun a 2 caractéres étaient parfois synergiques
ou antagoniste indiquant I’existence de QTL liés ou d’effets pléitropiques. Un total de 74
QTL homeéologues a été identifie indiquant une bonne cohérence entre homologie structurale
et fonctionnelle des génomes A et B/K chez I’arachide tétraploide. Nos résultats ont montré
que la population AB-QTL développée et les espéces sauvages apparentées a 1’arachide sont
des sources précieuses de diversité génétique pour 1’amélioration de caractéres d’intérét
agronomiques. Les alleles sauvages bénéfiques identifiés seront pilotés dans le fond génétique
des variétés cultivées par sélection assistée par marqueur pour augmenter le rendement et la
tolérance des variétés a la cercosporiose et a la sécheresse.
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5.1.Rappel des principaux résultats obtenus

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans le cadre de 1’¢largissement de la
base génétique de I’arachide cultivée et de 1’amélioration de sa productivité et de son
adaptabilit¢ par I’utilisation des especes sauvages génétiqguement distantes. Les résultats
obtenus permettent de fournir aux sélectionneurs des données cognitives et des ressources
génomiques (population AB-QTL et cartes génétiques) pouvant contribuer a une utilisation
optimale des espéces sauvages en sélection. En outre, la connaissance du mode d’hérédité,
I’analyse de la structure et des recombinaisons entre génomes sauvage et cultivé, la
compréhension des mécanismes moléculaires d’adaptation de 1’arachide aux conditions de
culture et I’identification des all¢les sauvages d’intérét agronomique trouvent une application
pour I’amélioration variétale de 1’arachide.

Des résultats nouveaux ont été obtenus au cours de nos travaux de thése et il convient ici d’en
a rappeler les principaux.

5.1.1. Evidence d’une hérédité mixte: recombinaisons entre génomes
homéologues

Nos travaux ont mis en évidence un mode d’hérédité mixte trés peu connu chez 1’arachide,
caractérisé par 1’occurrence d’éveénements de recombinaisons entre génomes homologues
et/ou homéologues. Ce mode d’hérédité a été mis en évidence a partir d’une analyse fine de la
ségrégation de 380 marqueurs microsatellites sur une descendance interspécifique F2 et en
localisant par cartographie génétique les évenements d’appariements et d’échanges entre
chromosomes. L’hérédité mixte a été associée a de la distorsion de ségrégation et a une
substitution de chromosomes homologues par des chromosomes homéologues chez certains
descendants. Nos résultats ont suggéré que les événements de recombinaison entre
chromosomes homéologues ont eu lieu entre génomes A et K chez I’amphidiploide sauvage.
La découverte de ce nouveau patron de 1’hérédité ouvre de nouvelles perspectives
d’utilisation des amphidiploides sauvages pour I’amélioration variétale de 1’arachide
(Nguepjop et al., 2016).

5.1.2. Deéveloppement de ressources genétiques et construction des cartes
génétiques

Nos travaux ont permis de générer des ressources génétiques importantes notamment une
population AB-QTL de 146 lignées et 3 cartes génétiques. La population AB-QTL
développée a présenté une forte variabilité génétique et un gain génétique attendu important
pour I’ensemble des caractéres d’intérét agronomique. Elle constitue ainsi une ressource
précieuse pour les analyses génetiques et la creation variétale. De plus I’héritabilité des
caracteres est elevee. Par ailleurs, deux cartes génétiques ont été construites dans cette étude
et intégrées a une carte publiée pour développer une carte consensus chez 1’arachide
tétraploide. La carte consensus proposée dans cette étude est a notre connaissance la premiére
développée uniquement a partir de croisements interspécifiques chez I’arachide. Elle constitue
un outil important en sélection et aidera a la caractérisation du matériel génétique, au
séquencage du génome, a la sélection assistée par marqueurs ou encore au pilotage des
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introgressions des segments chromosomiques sauvages dans le fonds génétique des variétes
cultivées.

5.1.3. Structure du génome et impact de la distance phylogénétique sur le
taux de recombinaison entre especes cultivée et sauvages

La construction des cartes géenétiques a fourni une estimation de la variation entre les especes
sauvages et I’espece cultivée en termes de distance génétique, distorsion de ségrégation, taux
de recombinaison et structure du génome. La cartographie comparative effectuée a partir de 3
croisements interspécifiques a indiqué un faible nombre de réarrangements chromosomiques
chez les espéces du genre Arachis utilisées et a permis d’identifier quelques réarrangements
probablement associés a la diversification et a I’évolution du caryotype des génomes A, B et
K. L’analyse du caryotype d Arachis a indiqué un niveau élevé de duplications segmentaires,
impliquées dans certains cas dans la restructuration interchromosomique. Par ailleurs, un taux
de recombinaison différentiel entre les espéces sauvages et I’espéce cultivée a été observé.
Cette différence serait liée a la distance phylogénétique entre espéces sauvages et cultivée.
Les espéces genétiquement distantes recombinent moins comparativement aux espéces plus
proches. La divergence des espéces a été un facteur important a 1’origine de la distorsion de
ségrégation et du faible taux de recombinaison génétique, traduites par une faible et
hétérogene introgression de la chromatine sauvage dans le fonds génétique de 1’espéce
cultivée.

5.1.4. Bilan des QTL détectés et identification des alléles sauvages d’intérét
agronomique

A D’issue du phénotypage dans 4 environnements contrastés au Sénégal, 1’analyse génétique
AB-QTL a permis d’identifier 232 QTL pour des caractéres phéno-morpho-physiologiques,
d’indices de tolérance a la sécheresse et de résistance a la cercosporiose. Plusieurs QTL ont
été identifiés pour la premiére fois comme ceux relatifs a la floraison et a 1’achitecture de la
feuille. Nos résultats ont montré une forte colocalisation de QTL entre caractéres
phénotypiquement corrélés. Dans une région donnée, les effets des QTL pouvaient étre
parfois synergiques ou antagonistes indiquant I’existence de plusieurs génes proches ou d’un
gene a effet pléiotropique. La plupart des QTL ont été localisés sur les chromosomes A4, A5,
A8, Bl, B5, B6 et B8. De plus, 74 QTL (32,5%) ont eté identifieés sur les régions
homéologues indiquant une bonne cohérence entre homologie structurale et fonctionnelle
pour ces régions des genomes A et B/K. Sur les 232 QTL détectés, 80 (34,5%) ont des alléles
favorables provenant de I’amphidiploide sauvage. Les alleles sauvages bénéfiques que nous
avions identifiés seront introgressés dans le fond génétique des variétés cultivées par sélection
assisté par marqueur pour augmenter le rendement et la tolérance des variétés a la
cercosporiose et a la sécheresse.
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5.2.Implications des principaux résultats pour une utilisation optimale des
especes sauvages en amélioration variétale.

L’hybridation interspécifique est largement reconnue comme une source potentielle d’apport
de variabilité génétique pour des espéces a base genétique étroite et de nombreux efforts ont
¢été consentis dans I’analyse des croisements interspécifiques chez 1’arachide (Simpson, 2001,
Subrahmanyam et al., 2001; Burow et al., 2001, 2014; Fonceka et al., 2012a). Nos résultats
ont cependant indiqué que [’utilisation d’especes sauvages génétiquement distantes
s’accompagne d’un faible taux d’introgression et méme d’une absence d’introgression a
certains chromosomes comme au chromosome B10 dans la population BC2F4. Toutefois, a
travers 1’utilisation des marqueurs moléculaires et des cartes génétiques, cette faible
introgression peut en partie étre surmontée en favorisant dés les premiers stades de
développements des populations AB-QTL une sélection de descendants montrant une
fréquence allélique sauvage plus importante a ces chromosomes. Cette approche de
développement de population assistée par marqueurs trouverait un grand intérét pour
I’exploration optimale de la chromatine des espéces sauvages en amélioration variétale.

5.2.1. Utilisation des espéces sauvages genetiquement distantes pour
I’amélioration de I’arachide cultivée: Entre challenges et opportunités

Les espéces sauvages apparentées aux especes cultivées ont été indéniablement bénéfiques a
I'agriculture moderne. Au cours des 20 derniéres années, des populations AB-QTL ont été
créées pour les principales especes végétales (Wang & Chee, 2010) et I’exemple présenté ici
démontre globalement que cette approche contribue de fagon significative a I’exploration du
pool génétique sauvage pour 1’amélioration génétique du cultivé. En particulier, I'approche
AB-QTL a montré que le potentiel génétique des especes sauvages ne peut étre prédit sur la
seule base du phénotype. Cette approche a permis d’identifier des QTL pour chaque caractere
et d’identifier des all¢les sauvages favorables quasiment a tous les caractéres évalues. Aussi,
une fois qu'un allele favorable d’origine sauvage a été identifié, les lignées peuvent
rapidement, avec un minimum de rétrocroisement avec le parent récurrent cultivé, aboutir a de
nouvelles variétés surtout lorsque la région d’intérét peut étre pilotée par sélection assisté par
marqueurs.

5.2.1.1. Opportunités des espéces sauvages en amélioration variétale

L'utilisation des especes sauvages pour I’amélioration de la performance agronomique des
especes cultivées est bien etablie avec des exemples importants remontant a plus de 60 ans
(Bilquez, 1956; Hajjar & Hodgkin, 2007). Des espéces sauvages ont été utilisees dans les
programmes d'amélioration de canne a sucre des la premiere moitié du XXe siécle. Leur
utilité a été reconnue dans les programmes de sélection de grandes cultures dans les années
1940 et 1950 (Plucknett et al., 1987) et a gagné en importance dans les années 1970 et 1980
pour une large gamme de cultures comme la tomate, le riz et le blé (Imperatives et al., 1993).
Prescott-Allen & Prescott-Allen, (1986) ont examiné lI'importance des espéces sauvages pour
I'économie et la production végétale en Amérique du Nord. Ils ont estimé que la contribution
des espéces sauvages pour 1’augmentation de rendement de cultures produites ou importées
aux Etats-Unis représentait plus de 340 millions de dollars par an. Plus récemment Hajjar &
Hodgkin, (2007) ont estimé a 13 le nombre d’espéces cultivées ayant quasiment des variétés
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arborant de genes issues des espéces sauvages. Les plus grandes réussites d’utilisation des
espéces sauvages concernent inéluctablement des génes de résistance aux maladies et
ravageurs comme la cercosporiose noire chez le bananier, le mildiou chez le blé ou encore la
résistance aux nématodes chez 1’arachide. Les espéces sauvages gagnent en importance et en
utilisation, mais, selon nous, leur contribution au développement de nouvelles variétés restent
inférieures a ce qui aurait pu étre attendu au regard de leur potentiel.

Particulierement chez 1’arachide la faible variabilité génétique observée dans le compartiment
cultivé a longtemps entravée l’amélioration variétale et la voie d’utilisation des especes
sauvages en amélioration a été généralement utilisée pour 1’introduction des résistances aux
maladies et ravageur soit par hybridation directe de I’espéce cultivée avec les especes
diploides sauvages (Stalker, 1984; Garcia et al., 1995, 1996) soit par la voie amphidiploide
(Burow et al., 2014; Sukruth et al., 2015) telle qu’actuellement utilisée. Les espéces sauvages
ont de mauvaises performances agronomiques et il n'est donc pas surprenant de trouver tres
peu d'exemples de génes sauvages utilisés pour améliorer le rendement des variétés cultivés.
Dans cette étude, en plus de la cercosporiose, nos resultats ont montré que le parent sauvage
utiliseé peut contribuer a 1’amélioration de quasiment tous les paramétres d’intérét
agronomique notamment la tolérance a la sécheresse et le rendement tel qu’indiqué par
d’autres auteurs (Fonceka et al., 2012a; Rami et al., 2014). L’identification des alléles
sauvages bénéfiques et les lignées interspécifiques a valeur agronomique supérieure a la
variété cultivée témoignent du fort potentiel des especes sauvages pour la création variétale.

5.2.1.2. Challenges associés a [Dutilisation des espéces sauvages
génétiquement distantes

Nous avons montré dans nos travaux que certains obstacles (stérilité, distorsion de
ségrégation, faible recombinaison et linkage drag) étaient associés a 1’utilisation d’espéces
sauvages en amélioration végétale. Ces contraintes biologiques peuvent entraver l'utilisation
efficiente des espéces sauvages chez plusieurs cultures. C’est le cas par exemple du pois
chiche (C. arietinum) pour lequel de nombreux cas de stérilité non encore surmontés ont été
rapportés lors des croisements avec les deux especes sauvages apparentées C. echinospermum
et C. reticulatum (Rao et al., 2003). De méme, les croisements entre le soja et les especes
sauvages sont réputés pour leur échec depuis les années 1970 (Ladizinsky et al., 1979; Chung
& Singh, 2008). Aussi, plusieurs croisements infructueux entre Vigna vexillata et Vigna
unguiculata ont été rapportés chez le niébé (Fatokun et al., 2002). Par ailleurs, la coexistence
d’alleles favorables et défavorables (linkage drag) demeure une limite importante a
I’utilisation des espéces sauvages. Ce type d’association a été mis en évidence sur le GL A5
dans notre étude suggérant que les traits désirables associés aux traits indésirables ne peuvent
étre exploités qu’au prix d’un travail de cartographie de précision. Ce travail est important
pour assurer 1’adoption et la durabilité des variétés dans les environnements pour lesquels
elles ont éte sélectionnées. Quelques exemples ont été rapportés chez de nombreuses plantes
ou des linkage drag ont empéché la diffusion des variétés. Il s’agit du houblon, les lignées
interspécifiques résistantes aux acariens et mauvaises herbes ont été abandonnées en raison de
la pilosité extréme des feuilles (Hajjar & Hodgkin, 2007); du pois chiche, les lignées
résistantes aux maladies issues d'un croisement entre C. arietinum et C. reticulatum en Inde,
n'ont pas été promues en raison de leur faible rendement (Singh et al., 2008b).
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5.2.2.  Un choix raisonné d’espéces sauvages est nécessaire pour une utilisation
optimale des amphidiploides sauvages en sélection

Au regard de la stérilité et des interactions entre génomes A, B et K, il est important de
raisonner le choix des amphidiploides a utiliser en sélection. En effet, les espéces diploides
donneuses de I’amphidiploide sauvage doivent étre choisies sur la base de leur distance
génétique avec I’espeéce cultivée et des relations entre génomes impliqués. En accord a nos
observations une utilisation des amphidiploides avec au moins un génome apparenté a
I’espéce cultivée favorise la production d’hybrides fertiles comparativement aux
amphidiploides générés a partir des especes diploides sauvages génétiquement distances de
I’espéce cultivée (Simpson, 2001; Burow et al., 2001; Leal-Bertioli et al., 2012, 2014).
Toutefois, contrairement aux études sur d’autres polyploides synthétiques comme les brassica
(Gaeta et al., 2007; Szadkowski et al., 2010), le blé (Han et al., 2003; Ma & Gustafson, 2008)
et le tabac (Anssour et al., 2009; Tayalé & Parisod, 2013), notre étude a indiqué I'absence de
grandes perturbations du caryotype des polyploides synthétiques d’arachide. Ceci ouvre
d'importantes possibilités pour le transfert de la variabilité génétique des especes sauvages au
cultigene via la voie amphidiploide.

5.2.3.  Vers la cartographie fine et la validation fonctionnelle

La forte variabilité phénotypique a tous les caracteres étudiés a inéluctablement permis de
détecter au moins un QTL a chaque caractére. Toutefois, I’introgression hétérogeéne de la
chromatine sauvage a probablement induit des intervalles de confiance (IC) de grande taille
pour certains QTL. Pour ces QTL ou les IC sont encore grands, ou qui présentent des profils
complexes avec un ou plusieurs genes possibles, une étape de cartographie fine est essentielle
pour mieux comprendre le déterminisme génétique des caracteres concernés avant de
procéder a la validation. Pour les autres QTL ou la longueur des IC est assez courte (<5 cM),
la procédure de recherche des genes candidats en regardant les effets alléliques des parents
pourront largement réduire les IC pour ces QTL et devraient en permettre d’identifier des
génes candidats et d’aller vers une procédure de validation fonctionnelle.

5.2.4. Vers I’amélioration des caractéres ciblés et la création des variétés

Les résultats présentés dans le présent manuscrit de thése peuvent susciter deux axes majeurs
de réflexion quant a leur utilisation en relation avec I’amélioration variétale i) au niveau des
caracteres ciblés, les alleles sauvages d’intérét agronomique spécifiquement détectés pour
certains caractéres peuvent étre introgressés afin de conférer aux variétés cultivées un
caractére d’intérét agronomique précis. C’est le cas par exemple des QTL de résistance a la
cercosporiose sur les GL B3 et B4 qui peuvent étre directement utilisés pour développer des
cultivars résistants a la maladie. ii) au niveau des environnements, un autre point de
I’originalité de notre étude est qu’elle a révélé I’existence de QTL a large spectre d’action qui
peuvent étre utilisés pour déployer des variétés adaptées dans plusieurs environnements.

Par ailleurs, I’évaluation de la population dans 4 environnements dont deux en conditions de
régime hydrique contrasté a montré de fortes variations entre lignées, essentiellement dues a
la réponse différentielle des génotypes en fonction du stress hydrique. Le choix des génotypes
performant dans chaque condition combiné a 1’identification des individus présentant des
effets alléliques favorables pour chaque caractére d’intérét devrait permettre de mettre en
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place des stratégies de sélection ou de pyramidage assisté par marqueurs telles que proposees
par Bohra et al., (2014), Varshney et al., (2013) et Pazhamala et al., (2015).

5.3.Limites de I’étude et analyse critique des choix scientifiques et
méthodologiques

De nombreux résultats originaux ont été obtenus au cours de cette these. Toutefois, il convient
de révéler quelques limites inhérentes a nos travaux de recherche.

5.3.1.  Stérilite

Nous avons observé une stérilité au cours du développement de la population interspécifique
mais les observations effectuées ne nous ont pas permis d’en identifier les causes. L’absence
d’introgression dans certains GL pourrait étre révélatrice de la présence de genes de stérilité
mais dans 1’état actuel de nos connaissances nous ne pouvons pas clairement le confirmer.

5.3.2. Hérédité et recombinaison entre génomes homeologues

La mise en évidence des événements d’échanges entre génomes homéologues a partir de la
descendance interspécifique F. représente a notre avis une avancée majeure dans la
compréhension du comportement méiotique des chromosomes lors de la gameétogenese chez
I’arachide. Bien que nos travaux aient suggéré que ces événements ont eu lieu chez
I’amphidiploide sauvage, une analyse des profils génétiques des parents et des descendants a
chaque génération, particulierement en génération F1, aurait permis d’étudier et de tracer ces
événements avec beaucoup plus de précision. De méme, d’autres approches comme la
génomique in situ (Mason et al., 2010, 2014) ou la cytogénétique (Jeridi et al., 2012) auraient
permis d’approfondir notre compréhension du comportement méiotique des chromosomes.

5.3.3. Phénotypage et analyse AB-QTL

L’un des points fort de cette étude a été le phénotypage de la population AB-QTL dans
plusieurs environnements. Ce phénotypage multi-environnement nous a permis d’apprécier la
réponse des génotypes en fonction des environnements et d’identifier des QTL spécifiques et
a large spectre d’action environnementale. Toutefois la population AB-QTL développée n’a
¢té disponible qu’en fin de deuxieme année de these et le faible taux de multiplication
végétatif chez I’arachide ne nous a pas permis de conduire simultanément le phénotypage
dans un méme site pendant plusieurs années. Le phénotypage par exemple pour la tolérance a
la sécheresse n’a été effectué qu’au cours d’une seule année (Novembre 2014-Janvier 2015).
Les essais multi locaux pendant plusieurs années permettent d’affiner et de consolider les
résultats obtenus tels que suggéré chez de nombreuses plantes comme 1’orge (Korff et al.,
2008; Naz et al., 2008), le blé (Huang et al., 2006, 2016; Kunert et al., 2007), le riz (Nagata et
al., 2015; Yun et al., 2016) ou encore la tomate (Kamenetzky et al., 2010). De plus, le taux
d’hétérozygotie observé dans la population AB-QTL était 2 fois supérieur a celui attendu et
I’observation des caracteres non fixés dans la population en illustrait la ségrégation continue.
Deux cycles d’autofécondation auraient sans doute permis d’obtenir une population avec un
taux d’hétérozygotie faible. Par ailleurs, 1’analyse génétique a indiqué une forte colocalisation
de QTL pour différents caractéres. Cependant, sur la base de nos résultats, il est difficile de
dire avec exactitude s’il s’agit des effets de genes pléiotropiques ou de différents genes liés.
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Conclusion générale

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans le cadre de I’amélioration
variétale de 1’arachide cultivée via I'utilisation des espéces sauvages génétiquement distantes.
Les résultats d’analyses génétiques ont permis d’acquérir des connaissances, particuliérement
celles relatives i) a I’hérédité, ii) aux recombinaisons entre génomes sauvage et cultivé et iii) a
la pertinence de leur utilisation pour le transfert de caractéres d’intérét agronomique chez
I’arachide. Ces travaux ont également permis de générer des ressources, notamment une
population AB-QTL et trois cartes genétiques, qui seront inéluctablement utiles dans les
programmes de création variétale.

Un mode d’hérédité mixte, trés peu connu chez I’arachide a été observé et décrit. La
cartographie comparative a partir de trois populations interspécifiques a fourni une estimation
de la variation entre 1’espéce cultivée et les especes sauvages en termes de distance génétique,
distorsion de ségrégation, taux de recombinaison et structure du génome. Le taux de
recombinaison différentiel entre les espéces sauvages et ’espéce cultivée serait lié a la
différence phylogénétique. L’analyse du caryotype a indiqué un niveau élevé de duplications
segmentaires dans certains cas impliqués dans la restructuration interchromosomique. La carte
consensus proposée dans cette étude est une ressource précieuse qui aidera a la caractérisation
des populations et a la sélection assistée par marqueurs. L’analyse AB-QTL a I’issue du
phénotypage de la population BC2F4 dans 4 environnements contrastés au Sénégal a permis
d’identifier 232 QTL relatifs aux caractéres morpho-agronomiques et de tolérance a la
sécheresse et cercosporiose. Nos résultats ont montré une forte colocalisation de QTL entre
caractéres phénotypiquement corrélés. La plupart des QTL ont été localisés sur les
chromosomes A4, A5, A8, B1, B5, B6 et B8. De plus, 74 QTL (32,5%) ont été identifiés sur
les régions homéologues indiquant une bonne cohérence entre homologie structurale et
fonctionnelle des génomes A et B/K chez I’arachide. Sur les 232 QTL détectés, 80 (34,5%)
ont des alleles favorables provenant de 1’amphidiploide sauvage. Les alléles sauvages
d’intérét détectés et les lignées AB-QTL a valeur agronomique superieure a la variété cultivée
peuvent directement étre utilisés dans le deployement et la création variétale. Un autre point
de ’originalité de notre étude est qu’elle a révélé ’existence des QTL a large spectre d’action
qui peuvent étre utilisés pour déployer des variétés adaptées dans plusieurs environnements.

Nos travaux ont permis de générer des connaissances et des ressources génomiques utiles
pour I’utilisation des espéces sauvages et ont montré que les espéces sauvages génétiquement
distantes constituent des ressources précieuses pour I’amélioration des caractéres d’intérét
agronomique chez 1’arachide. Les alleles sauvages bénéfiques identifiés seront introgressés
dans le fond génetique des variétés cultivées pour augmenter le rendement et la tolérance des
variétés a la cercosporiose et a la secheresse.
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Perspectives

Au regard des limites observées de notre étude, il serait nécessaire de compléter ce présent
travail par :

a)- une étude sur la fertilité des parents et des descendants interspécifiques pour élucider les
causes biologiques de la stérilité,

b)- une caractérisation agromophologique de la population AB-QTL pendant plusieurs années

dans plusieurs environnements pour affiner et consolider les résultats d’analyses génétiques et
de détection de QTL

c)- une étude en condition semi-contrélée de la variabilité agro morphologique des lignées
AB-QTL en réponse a la tolérance au stress hydrique avec I’utilisation des paramétres
racinaires, physiologiques et biochimiques (proline ou acide abscissique (ABA),

d)- une caractérisation moléculaire de la population AB-QTL a I’aide d’une puce de 56 milles
SNP pour mieux caractériser le matériel génétique développé et de cartographier finement les
QTL,

e)- une introgression des allé¢les sauvages d’intérét agronomique dans le fonds génétique des
variétés cultivées par sélection ou pyramidage assisté par marqueur pour créer des variétés
améliorées au profit des producteurs.
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Cultivated peanut and synthetics are allotetraploids (2n = 4x = 40) with two
homeologous sets of chromosomes. Meiosis in allotetraploid peanut is generally thought
to show diploid-like behavior. However, a recent study pointed out the occurrence
of recombination between homeologous chromosomes, especially when synthetic
allotetraploids are used, challenging the view of disomic inheritance in peanut. In this
study, we investigated the meiotic behavior of allotetraploid peanut using 380 SSR
markers and 90 F» progeny derived from the cross between Arachis hypogaea cv
Fleur 11 (AABB) and ISATGR278-18 (AAKK), a synthetic allotetraploid that harbors
a K-genome that was reported to pair with the cultivated B-genome during meiosis.
Segregation analysis of SSR markers showed 42 codominant SSRs with unexpected
null bands among some progeny. Chi-square tests for these loci deviate from the
expected 1:2:1 Mendelian ratio under disomic inheritance. A linkage map of 357
codominant loci aligned on 20 linkage groups (LGs) with a total length of 1728 cM,
averaging 5.1 cM between markers, was developed. Among the 10 homeologous
sets of LGs, one set consisted of markers that all segregated in a polysomic-like
pattern, six in a likely disomic pattern and the three remaining in a mixed pattern
with disomic and polysomic loci clustered on the same LG. Moreover, we reported
a substitution of homeologous chromosomes in some progeny. Our results suggest
that the homeologous recombination events occurred between the A and K genomes
in the newly synthesized allotetraploid and have been highlighted in the progeny.
Homeologous exchanges are rarely observed in tetraploid peanut and have not yet been
reported for AAKK and AABB genomes. The implications of these results on peanut
breeding are discussed.
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Utilisation des espéces sauvages pour I’analyse génétique et I’amélioration variétale de I’arachide cultivée (Arachis hypogaea L.)
Résumé:

L’arachide cultivée (Arachis hypogaea L.) est une oléo-protéagineuse largement utilisée dans 1’alimentation humaine et animale. La
faible variabilité génétique de 1’espéce cultivée, couplée a la structure complexe de son génome tétraploide (2n = 4x = 40, AABB)
constitue une contrainte pour 1’amélioration variétale. En revanche, les espéces sauvages génétiquement distantes de 1’arachide
cultivée présentent une forte variabilité génétique, mais les questions relatives a leur utilisation en sélection ont été treés peu explorées.
L’objectif de cette thése est de générer des connaissances et des ressources génomiques pour une utilisation optimale des especes
sauvages en sé¢lection. Elle a porté sur i) I’¢tude de I’hérédité, ii) 1’analyse par cartographie génétique comparative de la structure du
génome et des recombinaisons entre génomes sauvage et cultivé et iii) I’identification des alléles sauvages d’intérét agronomique.
Dans cette étude, la variété cultivée Fleurll a été croisée avec un amphidiploide sauvage de génome AAKK (A. duranensis (AA) x
A. batizocoi (KK)) pour développer des populations de cartographie et d’analyses génétiques, F2 et BC2F4 (AB-QTL).

L’analyse fine de la ségrégation de 380 marqueurs microsatellites sur la population F2 a mis en évidence un mode d’hérédité mixte
trés peu connu chez 1’arachide tétraploide indiquant qu’il existe des appariements entre chromosomes homologues d’une part, et
entre chromosomes homéologues d’autre part. Nos résultats ont suggéré que les événements de recombinaison entre chromosomes
homéologues ont eu lieu entre génomes A et K chez I’amphidiploide sauvage.

La comparaison de trois cartes génétiques construites a partir des populations interspécifiques, dont la F2 et deux BC1 (Fleurll x (A.
duranensis x A. ipaensis)* et Fleur11 x (A. duranensis x A. valida)**) a fourni une estimation de la variation entre I’espéce cultivée
et les espéces sauvages en termes de distance génétique, de distorsion de ségrégation, de taux de recombinaison et de structure du
génome. Les trois cartes génétiques contenant chacune 330-506 marqueurs ont montré une bonne colinéarité et ont été intégrées en
une carte consensus comprenant 734 marqueurs distribués sur 20 groupes de liaison (GL) sur une distance de 2063 cM et une densité
moyenne de 3,9 cM. L’analyse du caryotype a indiqué un niveau élevé de duplications segmentaires, impliquées dans certains cas
dans la restructuration interchromosomique.

La population AB-QTL a montré une forte variabilité dans les 4 environnements contrastés dans lesquels elle a été évaluée. Au total,
232 QTL relatifs aux caractéres agronomiques et de tolérance a la sécheresse et a la cercosporiose ont été détectés. La plupart des
QTL ont été localisés sur les chromosomes A4, A5, A8, B1, B5, B6 et B8. De plus, 74 QTL (32,5%) ont été identifiés sur les régions
homéologues indiquant une cohérence entre homologie structurale et fonctionnelle des génomes A et B/K chez 1’arachide. Sur les
232 QTL détectés, 80 (34,5%) ont des alléles favorables provenant de 1’amphidiploide sauvage.

Nos travaux ont permis de générer des connaissances utiles pour ’utilisation des espéces sauvages et ont montré que les espéces
sauvages génétiquement distantes constituent des ressources précieuses pour 1’élargissement de la base génétique du cultigene et
I’amélioration des caractéres d’intérét agronomique. Les alléles sauvages bénéfiques identifiés seront pilotés dans le fond génétique
des variétés cultivées pour augmenter le rendement et la tolérance des variétés a la cercosporiose et a la sécheresse.

Mots clés : Arachide cultivée, especes sauvages, hérédité mixte, recombinaison, génomes, AB-QTL, amélioration, cercosporiose,
sécheresse.

Author: Joél Romaric NGUEPJOP
Utilization of wild species for genetic analysis and improvement of cultivated peanut (Arachis hypogaea L.)

Abstract:
Peanut (Arachis hypogaea L.) is an oleo-proteaginous crop widely used in human and animal consumption. The limited genetic
variation within the cultigen coupled with its complex genome structure (2n=4x=40, AABB) have slowed down genetic improvement
of this important crop. Wild species are potential sources of genetic variation, but extremely limited genetic information are available.
The main objective of this thesis is to generate knowledge and genomic resources for an optimal use of wild species in peanut
breeding. It focused on the (i) study of inheritance, (ii) analysis of the genome structure and recombination between wild and
cultivated genomes, and (iii) identification of wild beneficial alleles for peanut improvement. In this study, F2 and advanced backcross
BC2aF4 (AB-QTL) populations were developed from the cross between the Fleurll cultivar used as recurrent parent and a wild
synthetic allotetraploid donor ISATGR278-18 (A. duranensis (AA) x A. batizocoi (KK)).

Segregation analysis of 380 SSR markers on the F2 population revealed a mixed disomic and polysomic inheritance pattern, very
little known in tetraploid peanut indicating that there are pairings between homologous chromosomes on one hand and between
homeologous chromosomes on the other hand. Our results suggest that the homeologous recombination events occurred between the
A and K genomes in the wild synthetic allotetraploid.

Comparative mapping from three interspecific linkage data of the F2 and two BC1 mapping populations (Fleurll x (A. duranensis x
A. ipaensis)* and Fleurll x (A. duranensis x A. valida)*) provided an estimate variation between cultivated and wild species in
terms of genetic distance, genome structure, segregation distortion and recombination rate. The three individual linkage maps, each
containing 330-506 markers were merged into a consensus map that included 734 loci distributed over 20 linkage groups, spanning
2063 cM with an average marker density of 3.9 cM. Here, we establish that Arachis karyotype contains a high level of segmental
duplication involved in some cases in chromosomal restructuring.

A significant variability of traits was observed among AB-QTL lines under 4 environments in which they were evaluated. AB-QTL
analysis revealed 232 QTL related to agronomical traits, late leaf spot and drought tolerance. Most QTL were located on
chromosomes A4, A5, A8, B1, B5, B6 and B8. In addition, 74 QTL (32.5%) were identified on homeologous regions, indicating a
good coherence between structural and functional homology of the A and B /K genomes in tetraploid peanut. Overall, 80 (34.5%)
QTL had favourable effects derived from the presence of wild alleles.

This study provides useful knowledge for the use of wild relatives and highlighted the potential of using wild alleles to broaden the
genetic base and improve agronomic traits of cultivated peanut. The beneficial exotic alleles identified will be transferred into the
genetic background of cultivated varieties to increase yield, resistance to late leaf spot and drought tolerance.

Keywords: Cultivated peanut, wild species, mixed inheritance, recombination, genomes, AB-QTL, improvement, late leaf spot,
drought tolerance.
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