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Résumé

Ces derni¢res décennies ont vu I’accroissement considérable de la population mondiale,
entrainant une demande accrue et une intensification de I'usage des ressources naturelles afin
de satisfaire les besoins alimentaires dans un contexte de changements climatiques. Pour relever
ce défi, les sélectionneurs doivent mieux connaitre, préserver, exploiter et gérer les ressources
naturelles disponibles qui constituent un réservoir dans lequel on peut puiser pour produire des
variétés adaptées aux contraintes environnementales locales, qui répondent aux changements
climatiques. Parmi ces ressources figure le mil qui occupe une place capitale dans la production
céréaliere sénégalaise et présente un grand intérét pour la recherche du fait de sa diversité et de
son adaptation aux zones s¢ches. Ainsi, I’objectif de ce travail est de contribuer a une meilleure

gestion et valorisation des ressources génétiques du mil au Sénégal.

Il a été réalisé (i) une collection constituée de quatre cent soixante-dix-sept (477) accessions
dont 353 accessions précoces (Souna), 112 accessions tardives (Sanio) et 12 variétés
améliorées, couvrant tout le territoire national. (i7) Suivi d’une évaluation compléte de sa
diversité génétique et phénotypique, qui a permis de mettre en évidence une grande diversité et
d’identifier 2 pools génétiques du mil en fonction des Souna et des Sanio et une subdivision en
trois sous-groupes agro-morphologiques dans chaque pool génétique suivant des caractéres
phénotypiques d’intérét comme le rendement ou la floraison. Cette évaluation a aussi mis en
évidence des corrélations de marqueurs des genes adaptatifs PgPHYC et PgMADSI11 au cycle
de floraison du mil et & des facteurs climatiques. (iii) Ensuite, une mise en place d’une core
collection qui a permis de sélectionner 91 accessions (couvrant 22% de la collection nationale)
ayant capturer au mieux la diversité de cette collection. (iv) Enfin, une étude d’associations
génotypes-phénotypes dans cette core collection qui a permis d’identifier 6 caracteres
phénotypiques de différenciation entre Souna et Sanio et 21 marqueurs SNPs et 10 genes liés a
ces traits de différentiation, dont certains (genes) sont impliqués dans l’adaptation et la

résistance aux stress abiotiques.

Ces résultats nous permettent de déposer les conclusions suivantes : (i) Le mil du Sénégal
présente une large diversité et que les types variétaux Souna et Sanio qui le composent se
différentient aussi bien génétiquement que sur le plan morphologique ; (ii) Cette grande
diversité peut étre exploitée par les programmes de sélection a travers la core collection ; (iii)
Les marqueurs des génes PgPHYC, PgMADS1 1 et génes sortis du GWAS peuvent étre validés
et utilisés pour appuyer ces programmes de sélection et d’amélioration du mil, suivant des traits

adaptatifs ou des caracteres d’intérét.
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En perspective, afin de vérifier les possibilités d’une perte de cette diversité en réponse aux
prévision des changements climatiques, une mod¢lisation de 1’adaptation du mil, suivant les
scénarii futurs, prédits par le GIEC, a été initiée. Il serait aussi intéressant de faire un suivi

dynamique de cette diversité, grace a des échantillonnages temporels.

Beaucoup de programmes de sélection ont été réalisés pour la précocité de floraison (Souna)
laissant de coté les Sanio. Il serait intéressant de mieux utiliser cette diversité du mil en intégrant

les Sanio dans les schémas de sélection considérant 1’aspect cultures a double usage.

Mots clé : Ressource génétique, diversité, adaptation, valorisation, collection, mil.

vil



Abstract

In recent decades, there has been an important increase in the World's population, leading to
increased demand and growing use of genetic resources to meet food needs in the context of
climate change. To cope with this challenge, breeders need to better understand, conserve,
exploit and manage the available genetic resources that provide a reservoir from which to source
for breeding varieties that are adapted to local environmental constraints and respond to climate
change. Among these resources is pearl millet, which occupies a key place in Senegalese cereal
production and is of great interest for research because of its diversity and its adaptation to
drylands. Thus, the objective of this work is to contribute to better management and

enhancement of the genetic resources of pearl millet in Senegal.

For this, (i) A collection consisting of four hundred and seventy-seven (477) accessions was
completed, including 353 early flowering (Souna), 112 late flowering (Sanio) and 12 improved
varieties, covering the entire national territory. (i7) Follow-up of a complete evaluation of its
genetic and phenotypic diversity, which made it possible to highlight a great diversity and
identify 2 genetic pools of millet according to Souna and Sanio and a subdivision into three
phenotypic subgroups in each gene pool according to phenotypic traits of interest such as yield
or flowering time. This assessment also revealed correlations of adaptive gene markers
PgPHYC and PgMADSI 1 to pearl millet flowering cycle and to climatic factors. (iii) Secondly,
it was done a setting up of a core collection which made it possible to select 91 accessions
(covering 22% of the national germplasm) that have best captured the diversity of this
germplasm. (iv) Finally, a genome-wide association study was conducted in this core collection
which allowed to identify 6 phenotype characters that differentiate Souna and Sanio and 21
SNPs and 10 genes related to these differentiation traits, some of which (genes) are involved in

adaptation and resistance to abiotic stress.

These results allow us to file the following conclusions: (7) The diversity of Senegalese pearl
millet is large and the Souna and Sanio varietal types that make it up are differentiated
genetically as well as morphologically. (ii) This great diversity of Senegal's pearl millet can be
tapped by breeding programs through the core collection. (iii) The markers from PgPHYC,
PgMADSI1 and GWAS genes can be validated and used to support these pearl millet breeding

programs, for adaptive or interest traits.
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In prospect, in order to verify the possibilities of a loss of this diversity in response to climate
change predictions, a modeling of pearl millet adaptation, according to the future scenarios
predicted by the IPCC, was initiated. It would also be interesting to dynamically monitor the

diversity of these resources by temporal samplings.

Many breeding programs were carried out for early flowering (Souna) leaving aside Sanio. It
would be interesting for better tapping this diversity in breeding programs by integrating the

Sanio into breeding systems taking into account, for example, the dual-purpose crops.

Key words: Genetic resources, diversity, adaptation, valorization, germplasm, pearl millet.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION
GENERALE



INTRODUCTION

Ces derni¢res décennies ont vu I’accroissement considérable de la population mondiale,
entrainant une demande accrue et une intensification de I'usage des ressources naturelles afin
de satisfaire les besoins alimentaires. En effet la population mondiale a plus que doublé
en cinquante (50) ans. Elle est passée de 3,25 milliards d’habitants en 1964 a 7,26 de milliards
en 2014 (FAOSTAT, 2017). Cette croissance de la population continuerait dans les années a
venir, car il est estimé que la taille de la population mondiale atteindra 9,72 milliards d’habitants
en 2050 (FAOSTAT, 2017). Cet accroissement de la population, met a 1'épreuve, la sécurité
alimentaire, dans certaines zones pauvres du globe, comme en Afrique sub-saharienne. Il existe
un déficit entre les besoins de nutrition et les disponibilités alimentaires, des ménages et au

niveau global des pays (Dembélé, 2001).

En paralléle, les changements climatiques exposent l'agriculture a de nouveaux défis. Plusieurs
modeles climatiques prédisent un réchauffement de la planéte accompagné d’une augmentation
des surfaces arides dans le monde et d’une baisse de la pluviométrie. En somme, de manicre
générale, ces modeles prédisent un accroissement de la secheresse. Dans ces scénarios, le sahel
fait partie des zones les plus touchées dans le monde. La production agricole se verra surement
ralentie a cause de ces changements climatiques pouvant occasionner en plus de la sécheresse,
des inondations et I’apparition de nouveaux ravageurs mettant ainsi en péril les espéces ou
variétés locales. Cela peut conduire a long terme, a la perte de ces variétés, entrainant alors une
érosion génétique, compromettant la sécurité alimentaire dans les zones ou ces variétés

constituent la base de 1’alimentation.

Dans les 50 ans a venir, 1’agriculture devra nourrir environ le double de la population actuelle,
dans des conditions encore plus difficiles (FAO, 2010). Pour relever ce défi, I’agriculture devra
s’appuyer sur les ressources naturelles disponibles. Elle devra non seulement exploiter au mieux
les espeéces majoritairement cultivées (riz, mais, bl¢) mais également diversifier les cultures

(mil, fonio, par exemple).

Les ressources naturelles constituent le réservoir a partir duquel on peut puiser pour relever ce
défi de I’agriculture. Par conséquent, la conservation et la bonne gestion de ces ressources est
indispensable. En effet, un des moyens d’avoir des variétés adaptées aux contraintes
environnementales locales, qui répondent aux changements climatiques, est de produire ces
variétés par le biais des programmes de sélections et d’améliorations variétales. Cependant ces

programmes s’appuient sur les ressources disponibles et sur la bonne connaissance de ces



derniéres. Il est donc important de disposer de ces ressources grace a leur conservation dans les
collections mais aussi d’évaluer ces ressources pour bien les connaitre. D’aprés 1’avis de de
chercheurs de plus en plus nombreux (Bezangon and Pham, 2004), les recherches sur la
diversité, la conservation et la valorisation des ressources génétiques devraient étre replacées
dans un contexte plus large que celui de la recherche génétique simples (Bezangon and Pham,
2004). En effet une dimension intégrant les changements globaux est nécessaire. Car ces
changements climatiques ont un impact sur la diversité génétique des plantes cultivées.
D’autant plus que certaines adaptations de ces plantes sont précis€ément en réponses a ces
changements globaux. En effet des ¢tudes ont montré 1’existence de changement de traits
adaptatifs qui sont liés a ces changements climatiques. Ces études montrent a quel point le
climat peut fagonner la diversité génétique des plantes cultivées aussi bien sur le plan spatial
que temporel. Elles montrent ainsi a quel point les changements climatiques peuvent impacter
sur cette diversité. Par conséquent, une connaissance de la diversité de ces ressources
génétiques intégrant une compréhension de leur adaptation en réponse aux changements
climatiques et leur adaptation par rapport aux facteurs environnementaux est indispensable pour

une bonne gestion et valorisation de ces ressources.

L’agriculture africaine est majoritairement céréaliére. Parmi ces cultures, le mil occupe une
place importante. Il représente la 3°™ céréale produite en Afrique de 1’Ouest et constitue
I’alimentation quotidienne de cinquante (50) millions d’habitants du Sahel (Saidou et al., 2009).
Au Sénégal, le mil occupe une place capitale avec 66 % de la production céréaliere, et a une
production en moyenne pour ces cing dernicres années de plus de 688 992 tonnes par an, et de
515 365 tonnes en 2013 (ANDS, 2014). En plus de son importance sur le plan alimentaire, le
mil présente des intéréts pour la recherche car il présente une importante diversité agro-
morphologique (Akanvou et al., 2012), variétale (Bezangon et al., 2008) et génétique (Chowdari
et al., 1998). C’est une espece bien adaptée aux zones seches comme le Sahel qui est aussi une
zone caractérisée par une importante variabilité climatique (Kouressy et al., 2004). De ce fait,
si les prédictions futures des modeles climatiques s’averent réelle, le mil pourrait étre la céréale
du futur car pouvant devenir un instrument majeur de la lutte contre les impacts de la sécheresse
sur la sécurité alimentaire, du fait qu’il est cultivé dans des zones semi-arides et arides et du fait

de son potentiel génétique.

Ces ressources génétiques de mil peuvent représenter ainsi un grand intérét en termes de gestion
de la biodiversité sans compter le fait qu’elles constituent un immense réservoir de génes encore

peu étudiés dans des pays comme le Sénégal et potentiellement intéressants pour I’agriculture



de demain. La connaissance de 1’état de leur diversité et la compréhension de leur adaptation

est fondamentale pour une bonne exploitation de ces ressources génétiques.



Objectifs de la these

Notre étude se déroule au Sénégal, pays non soustrait aux effets négatifs des changements
climatiques sur I’agriculture, qui impactent sur toute la région Sahélienne, mais dont on a tres
peu de connaissances sur ses ressources génétiques de mil. A travers cette thése, nous comptons
utiliser des outils génétiques et génomiques disponibles comme les marqueurs moléculaires et
des outils agro-morphologiques, a savoir les marqueurs phénotypiques pour évaluer la diversité
et I’adaptation des ressources génétiques de mil du Sénégal afin de participer a I’effort de leur

gestion et de leur valorisation.

Ainsi donc, I’objectif global de cette thése est de participer a I’effort de gestion, de connaissance
et de valorisation des ressources génétiques de mil du Sénégal. Ses objectifs spécifiques se

déclinent en quatre points :

e Etoffer la collection de mil du Sénégal
e Evaluer la diversité génétique et agro-morphologique de cette collection
e Constituer une core collection représentative de cette collection nationale

e Identifier des marqueurs moléculaires liés a des traits phénotypiques ou adaptatifs de

ces mils

A terme, I’atteinte de ces objectifs permettra d’avoir a notre disposition une collection nationale
de mil bien connue, représentative des ressources de mil du pays et utilisable dans les

programmes d’amélioration et de sélection variétale.



Plan de la these

Cette thése sera organisée autour de trois (3) principaux chapitres qui seront encadrés par une

introduction générale et une conclusion générale :

Dans D’introduction générale (premier chapitre de la thése), nous introduirons la these,

dégagerons ses objectifs et dresserons son plan avant de faire une synthése de la bibliographie.

Un deuxieéme chapitre fera état de I’enrichissement et de 1'évaluation des ressources génétiques
de mil au Sénégal. Elle sera constituée de deux parties. (i) Aprés une bréve description de
I’étoffement de la collection de mil du Sénégal, une premiére partie traitera de la caractérisation
génétique a 1’aide de marqueurs moléculaires. Dans cette partie, nous ferons une caractérisation
neutre des mils du Sénégal a 1’aide de marqueurs de types microsatellites. Nous ferons ensuite
une caractérisation adaptative, a 1’aide de deux geénes liés a D’adaptation du mil a
I’environnement (PgMads 11 et PgPhyC). (ii) Une deuxiéme partie de ce chapitre fera état d’une

caractérisation a ’aide de descripteurs agro-morphologiques.

Apres une bonne connaissance des ressources de mil du Sénégal, objet du second chapitre de
cette thése, un troisiéme chapitre traitera de la mise en place d’une core collection de mil du

Sénégal et évaluera la représentativité de celle-ci par rapport a la collection nationale de mil.

Enfin, un quatriéme chapitre s’intéressera a une étude d’association de marqueurs génétiques a

des traits agro-morphologiques des accessions de cette core collection de mil du Sénégal.

Une conclusion générale fera une synthése des conclusions partielles des différents chapitres et

en dégagera des perspectives.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
1. Le mil

1.1. Taxonomie et botanique du mil
Le mil est un terme générique qui regroupe un ensemble de genres de plantes. D’aprés la
classification de Cronquist, (1981), il appartient a la famille des Poaceae (Graminées), de
I’Ordre des Cyperales, de la classe des Liliopsida, de la division des Magnoliophyta, du régne
des Plantae. Le caractére commun de ces genres est la petite taille des graines (FAO et
ICRISAT, 1997). Les différentes especes de mils cultivés sont Pennisetum glaucum, Eleusine
coracana, Panicum miliaceum, Setaria italica, Eragrostis tef, Echinochloa crusgalli, Panicum
sumatrense, Paspalum scrobiculatum, Coix lachryma-jobi, Digitaria exilis, Digitaria iburua et
Brachiaria deflexa (FAO et ICRISAT, 1997). Dans notre étude, nous allons nous intéresser a

I’espece Pennisetum glaucum.

Pennisetum glaucum

Pennisetum glaucum appelée mil pénicillaire ou mil a chandelle (Fig. 1-I), est une espece
appartenant au genre Pennisetum, a la tribu des Paniceae, a la sous-famille des Panicoideae, a
la famille des Poaceae. C’est une plante diploide a 14 chromosomes (n = 7), sexuée a fleurs
hermaphrodites, a reproduction allogame favorisée par une protogynie prononcée et a
pollinisation préférentiellement anémophile. C’est la céréale la plus tolérante a la sécheresse,
cultivée dans des zones sous des isohyetes pouvant descendre jusqu’a 200 mm par an (Bezangon

and Pham, 2004)

Cette espece regroupe trois (3) sous-especes ; Pennisetum glaucum ssp. monodii, Pennisetum

glaucum ssp. glaucum et Pennisetum glaucum ssp. stenostachyum.

1.1.1.  Pennisetum glaucum ssp. monodii
Elle est aussi appelée Pennisetum glaucum ssp. violaceum (Zon, 1992). C’est la sous-espece
sauvage. Elle pousse a 1’état spontané. Sa distribution géographique est limitée a la zone
Sahélienne de I’ Afrique. Elle est caractérisée par une petite taille des épis, des épillets caducs a
maturité et des graines tres petites et enveloppées par les glumelles. C’est une plante herbacée,
a tiges fines trés ramifiées sur toute leur longueur, terminées chacune par un épi d’environ 8 cm

de long.



1.1.2.  Pennisetum glaucum ssp. stenostachyum
Elle regroupe I’ensemble des formes intermédiaires issues d'hybridations naturelles entre
formes cultivées et formes sauvages (Marchais et al., 1993). Encore appelée Pennisetum
glaucum ssp. sieberianum (Zon, 1992). Appelé en Wolof « N’douls » par les paysans
Sénégalais (Bilquez and Lecomte, 1969). Elle est souvent rencontrée en périphérie des champs
de mil cultivé et présente des épis de taille et de morphologie intermédiaire relativement par

rapport a ceux des formes sauvages et cultivées.

1.1.3.  Pennisetum glaucum ssp. glaucum
C’est la sous-espéce cultivée. Elle est rencontrée en Afrique, en Asie et en Amérique. Elle se
différencie morphologiquement du type sauvage par la non-caducité des graines a maturité
(Tostain, 1998), I’augmentation de la taille des graines, la perte de la dormance, la diminution
de la longueur des soies de 1’épi (Poncet et al., 1998). Génétiquement, elle se distingue par six

geénes sous sélection, intervenant dans la date de floraison (Clotault et al., 2012).

Cette espece cultivée se subdivise principalement en deux variétés distinguées par les paysans,
en fonction de la longueur du cycle de culture, appelées différemment selon les endroits. Une
variété précoce dont la date de floraison varie de 50 a 60 jours (Dussert et al., 2015a), appelée
« Souna » au Sénégal et au Mali, « Hainis » au Burkina, « Haini Kiré¢ », « Guerguéra »,
« Zongo », « Ba-Angouré », « Ankoutess » et « Boudouma » au Niger (Bezangon et al., 1997a)
et une variété tardive dont la date de floraison varie de 80 a 110 jours (Dussert et al., 2015a)
appelée « Sanio » au Sénégal et au Mali, « Kazouyas » au Burkina et « Maiwa » au Niger

(Bezangon et al., 1997a).

1.2. Morphologie et développement du mil
Le mil (Pennisetum glaucum) est une plante annuelle a port érigé dont la taille peut aller jusqu’a
4 metres de haut. Le systéme racinaire est fasciculé et trés développé. Les chaumes sont robustes
et dressés. Le diametre d’une tige varie de 1 a 4 cm. La plante présente des talles dont le nombre
est souvent fonction de la variété. Les feuilles d’environ 100 cm de long et 10 cm de large,
retombant le long des chaumes, ont une gaine glabre mais souvent ciliées au sommet.
L’inflorescence est un épi cylindrique d’environ 5 a 40 cm de long et 1 a 4 cm de large composé
d’un rachis qui porte les pédicelles a base desquelles il y a les involucres qui sont constitués par
un bouquet de soies contenant les épillets. Chaque épillet porte deux fleurs. Une fleur inférieure

male et une fleur supérieure femelle. Ceci dit, le mil est protogyne (la fleur femelle fleurit avant



la fleur male). Le fruit est un caryopse ovoide, d’environ de 2 a 4,5 mm de long de couleur

jaune ou brune.

Bien que formant une méme sous-especes, le Souna et le Sanio, au Sénégal, présentent quelques
différences morphologiques observables a I’ceil nue, en dehors de la différence du cycle de
floraison (Figure 1). Parmi ces différences morphologiques, nous pouvons distinguer le tallage,
la taille de la plant et I’aspect aristé des €épis a maturité. En effet, le Sanio présente un tallage
plus important avec un port plus développé que celui des Souna. Il a aussi généralement des

arétes au niveau des €épis a maturité, ce qui n’est généralement pas observé chez le Souna.

a)
b)

Sanio Souna

Figure 1 : Différences morphologiques entre Souna et Sanio. (a) Port d’un Souna comparé¢ a

celui d’un Sanio. (b) Epi d’un Souna comparé a (¢) celui d’un Sanio.

Le cycle de développement du mil comporte principalement 3 phases (Fig. 2): La phase
végétative, la phase reproductive (ou phase de développement paniculaire) et la phase de

maturation. Chaque phase comprend plusieurs stades successifs (Maiti and Bidinger, 1981) :



- La phase végétative : Elle comprend quatre (4) stades que sont : (i) L’émergence
radiculaire, ou germination de la graine. Durant ce stade, la radicule établie le systéme racinaire
primaire (racines séminales) et produit des racines adventives et initie les feuilles ; (ii) Le stade
trois (3) feuilles durant lequel la racine principale augmente rapidement et développe des
racines secondaires fines (dont une ou deux sont visibles) ; (iii) Le stade cinq (5) feuilles ou la
racine principale est déja bien développée et posséde plusieurs racines secondaires visibles ;
(iv) L’initiation paniculaire qui est marquée par l'allongement du dome apical et la formation
d'une constriction a la base de I'apex. A la fin de cette phase, environ sept feuilles (y compris
les feuilles embryonnaires) sont généralement déja en place. Quant a la racine principale, elle

produit un réseau de racines latérales qui se développent rapidement.

- La phase reproductive : Elle débute a I’initiation paniculaire et comprend trois (3)
stades : (i) Le stade d’initiation de la feuille étendard ou feuille paniculaire durant lequel les
feuilles non expansées qui étaient présentes se développent séquentiellement. Les inter-nceuds
de la tige s'allongent en séquence a partir de la partie basale de la tige. Ce stade est accompagné
par un asséchement des premieres feuilles développées a la base de la tige. L'accumulation de
maticre seche se produit dans les racines, les feuilles et la tige ; (7i) Le stade de développement
de la feuille paniculaire durant lequel la panicule est enfermée dans la gaine de la feuille
drapeau. La croissance de la panicule se fait en longueur comme en largeur. Puis, elle émerge
du col de la feuille drapeau tandis que le pédoncule (l'inter-nceud supérieur) commence a
s'allonger ; (iii) Le stade de floraison 50% ou 1’on observe une série de changements
morphologiques et de développements distincts de la panicule, dont le développement des
glumes, des fleurs, des styles, des antheres et du stigmate. La fin de ce stade est marquée par la

pollinisation.

- La phase de maturation : Elle comprend trois (3) stades : (i) Le stade grains laiteux
qui survient quelques jours apres la fécondation de I’ovaire (6 a 7 jours) lorsque les grains
grandissent suffisamment pour devenir visibles. A ce stade, ils sont composés d’une membrane
remplie d'un liquide fluide qui se transforme ensuite en liquide laiteux. La présence cette
derniére témoigne de I’accumulation d'amidons dans les cellules d’endosperme ; (ii) Le stade
grains pateux est identifiable par I’observation d’un changement dans I’endosperme allant d’un
¢tat laiteux a un état semi-solide puis solide. 11 s'agit d'un changement progressif qui se produit
lorsque la teneur en amidon dans l'endosperme augmente et que le pourcentage d'humidité
diminue ; (iii) Le stade de maturité physiologique qui est caractérisé par la formation d'une sorte

de teinte noiratre au niveau du hile du grain. La formation de cette couche coincide avec I’arrét
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de croissance du grain. A ce stade, le grain (partiellement sec) a atteint son poids maximal et

son endosperme est devenu dur.

Figure 2 : Phases et stades successives du cycle de développement du mil (Maiti and Bidinger,

1981 modifié).

1.3. Origine et évolution du mil
A T’heure actuelle, les études ayant formulé des hypothéses sur 1’origine et 1’évolution du mil
peuvent étre classées en deux groupes. Ces deux groupes d’études n’ont en commun que
I’affirmation selon laquelle le mil (Pennisetum glaucum ssp. glaucum) a ¢ét€¢ domestiqué en

Afrique de 1’Ouest a partir d’un seul centre de domestication.

(i) Le premier groupe d’étude plus ancien, se basant sur des données de marqueurs
enzymatiques, situe la domestication du mil dans la zone constituée par le nord du fleuve
Sénégal et le nord-ouest du Mali (Tostain, 1998). Cette hypothese se base sur le fait que, la plus
faible distance génétique entre mils sauvages et cultivés est observée dans cette zone (Tostain,
1992) et que la distribution géographique du type sauvage de mil est limitée a cette zone

(Bezancon et al., 1997b). C’est a partir de ce foyer de domestication que Pennisetum glaucum
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aurait évolué pour engendrer un groupe de mil (issu de la migration primaire) qui aurait migré

secondairement vers trois grandes directions :

e une migration ancienne vers I’Afrique de I’Est et I’Inde ;

e une migration de mil tardif provenant du foyer secondaire de différenciation
(de mil précoce en mil tardif) de mils issus du groupe primaire (a partir du
foyer de domestication), situé¢ autour du lac Tchad vers la zone soudanienne
de I’ Afrique de I’ouest et enfin ;

e une autre migration vers le centre et le sud de I’ Afrique (Tostain, 1992).

(ii) Cependant, des études plus récentes utilisant des marqueurs microsatellites
s’accordent sur une domestication qui aurait lieu dans une zone située entre le Mali et le Niger
(Oumar et al., 2008 ; Dussert et al., 2015). Les travaux de Manning et al. (2011) ont montré, a
partir de restes archéologiques, que la domestication du mil aurait déja eu lieu il y a 4500 ans
avec une diffusion rapide dans la région du Sahel. Ces données archéologiques sont en accord
avec I’estimation d’une domestication datant de 4800 années (Clotault et al., 2012) et un centre
d’origine de domestication unique (Dussert et al., 2015a ; Oumar et al., 2008). Néanmoins, deux
centres de domestication avec un flux de génes post-domestication important conduiraient au
méme signal évolutif qu’un centre unique de domestication, de sorte que 1’hypothése de deux
centres ne peut étre a ce jour entierement écartée. Les études récentes de la structure génétique
tendent a montrer 1’existence de deux groupes génétiques de mil sauvage : I’un situé¢ a I’Ouest
(Sénégal-Mauritanie) et I’autre situé a I’Est (du Mali au Soudan) (Dussert et al., 2015a ; Oumar
et al., 2008). C’est ce dernier qui aurait principalement contribué a la diversité du mil cultivé
actuel. Cependant, Dussert et al. (2015) montrent des flux de genes et donc une contribution
néanmoins importante du groupe de mil sauvage de I’Ouest a la diversité du mil cultivé actuel.
D’un point de vue de la structure génétique et de sa diversité, les études précédentes mettent en
¢vidence un seul groupe génétique pour toute la région du Sahel qui, a priori, représenterait
entre 70 - 90 % de la diversité sauvage (Dussert et al., 2015a ; Oumar et al., 2008). Cette théorie
des études récentes ne prend pas en compte I’évolution du mil cultivé en mil précoce et tardif
car, sur le plan génétique, il n’y aurait qu’un seul pool génétique de mil cultivé et non pas deux

(Dussert et al., 2015).

En somme, le ou les centres d’origine de domestication d’une espéce cultivée ainsi que la date
de la domestication sont des informations importantes qui permettent de comprendre en partie

la diversité actuelle de I’espece. Bien qu’il existe encore des incertitudes en ce qui concerne la

12



domestication du mil, le mil serait issu d’un seul centre de domestication et, a priori, d’un seul
pool génétique sauvage, mais les flux de génes importants au sein du compartiment cultivé ainsi
qu’avec les deux pools sauvages font que le mil présente une diversité génétique neutre
importante représentant jusqu’a 90 % de la diversité sauvage. Parallelement, une différentiation
tout du moins phénologique entre variétés précoces et tardives est visible mais cette

différentiation ne semblerait pas correspondre a une réalité génétique (Dussert et al., 2015).

1.4. Diversité et adaptation du mil
Les études de diversité du mil tant antérieures (Marchais, 1982 ; Sarr and Pernés, 1988 ;

Marchais et al., 1993 ; Tostain, 1992 ; Tostain and Marchais, 1993) que récentes (Haussmann
et al., 2006 ; Kapila et al., 2008; Mariac et al., 2006a ; Stich et al., 2010) ont toujours fait état
d’une grande diversité surtout a 1’échelle régionale. Ces études qui ont aussi amélioré la
connaissance de 1'évolution de cette diversité a travers le temps (Chantereau et al., 2010)

témoignent d’une absence d’érosion génétique de cette espece au Niger.

En terme de structure de cette diversité, bien que génétiquement, a partir de marqueurs neutres
(dont les alleles différents n'ont pas d'effet sur le phénotype), le mil cultivé s’organise en un
groupe génétique lorsqu’il est comparé au mil sauvage (Dussert et al., 2015a ; Oumar et al.,
2008), des variations phénotypiques importantes notamment phénologiques sont observées. En
effet un gradient de précocité corrélé a la latitude comme chez de nombreuses espéces a été
¢galement identifié chez le mil (Haussmann et al., 2006). Dans la plupart des pays de la sous-
région, y compris le Sénégal, deux grands groupes de mil sont reconnus par les paysans a savoir
le mil précoce et le mil tardif. Néanmoins, Dussert et al. (2015) ont confirmé qu’a I’échelle de
la sous-région il n’y avait pas de différence génétique entre les variétés de mil précoce et celles
de mil tardif. Cependant, localement, une différenciation génétique neutre entre variétés
précoces et tardives peut étre observée comme au Niger (Lakis et al., 2012a). Il n’est pas clair
a quel point cette différentiation du cycle précoce/cycle tardif est maintenue voir accentuée par
les agriculteurs et 1’effet de leur pratique sur la structuration de la diversité de ces variétés. Il
est néanmoins fort probable que cette réduction du cycle soit une adaptation a des conditions
environnementales plus arides et des pluies plus faibles (Kouressy et al., 2004). Les génes mis
en évidence par I’analyse des différences de précocité chez les mils cultivés sont
essentiellement des génes impliqués dans la régulation de la voie photopériodique de floraison.
Des ¢études menées sur 90 lignées originaires de 1'Inde, de 1'Afrique de 1'Est et de 1'Ouest ont
permis de mettre en évidence des génes associés a la précocité de la floraison (Saidou et al.,

2009). Ces ¢tudes ont permis d'identifier un géne de la famille MADS—-box qui code pour des
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facteurs de transcription et qui joue un réle majeur dans le développement végétatif et de la
fleur (Mariac et al., 2011a). Clotault et al.,(2012) ont récemment identifié¢ cinq génes (PgFY,
PgGI, PgHD3a, PgPHYC et PgPRR73) impliqués dans les voies de floraison qui sont associées
a la domestication du mil. En comparant des échantillonnages des mémes variétés de mil a 30
ans d’intervalle, Vigouroux et al. (2011) ont pu mettre en €¢vidence une corrélation entre la
réduction des cycles, et ’augmentation de la fréquence d’une mutation au niveau du géne
PgPHYC au sein des variétés. Sachant que cet intervalle temporel de 30 ans correspond a une
période de fort épisode de sécheresse, il est fort probable que ces modifications phénologiques
et génétiques soient en partie une réponse d’adaptation aux conditions climatiques de cette

période.

1.5. Les études sur le mil au Sénégal
Au Sénégal, le mil a été largement étudié dans beaucoup de domaines divers. Par exemple, sur
le plan physiologique et culturale, des études des besoins en eau du mil au Sénégal (Dancette,
1980, 1983a) ont permis d’identifier les exigences hydriques du mil suivant différents cycles
de floraisons. De méme, une modélisation de ce bilan hydrique (Diop, 1999) du mil a montré
que le taux de satisfaction des besoins en eau de la culture du mil (variant en fonction des
régions suivant un gradient nord/sud), a diminué significativement aprés 1970 dans les régions
du nord et du centre-nord du Sénégal. Les recherches sur 1’apport du photopériodisme a
I’adaptation du mil a la sécheresse ont montré que la plupart des accessions locales Souna et
Sanio sont photosensibles (Kouakou et al., 2013) et la comparaison des indicateurs hydriques
du rendement entre le mil photopériodique et non photopériodique, a révélé que les variétés de
mil photopériodique ont de meilleurs indicateurs hydriques dans la moitié sud du Sénégal (Diop

et al., 2005).

Par ailleurs, une caractérisation des réponses des racines du mil a faible teneur en phosphore
(Faye et al., 2006) a montré que, sous déficit en phosphore, le mil présente une altération des
parameétres radiculaires, par la formation de poils radiculaires et a identifié une variété
(IBMV8402) comme présentant un meilleur comportement de croissance dans des conditions
de stress hydrique indépendamment de la teneur en phosphore. Par contre, 1’effet de la
fertilisation a I’azote combinées a 1’incorporation de paille sur la culture du mil (Ganry et al.,
1978) a permis d’en déduisent I’importance de la matiére organique du sol pour l'efficacité de

l'engrais azoté sur le mil.

14



Les études des facteurs biotiques sur la culture du mil ont déja répertorié les especes adventices
dans le bassin arachidier, principale zone de production agricole du pays. Cette étude a permis
d’enregistrer 125 espéces appartenant a 81 genres et 31 familles (Noba et al., 2004). La
comparaison de 8 cultivars de mil homologués au cultivar Souna de Sénégal (Gahukari, 1990)
par rapport a leur réaction a trois insectes ravageurs et deux maladies a déja permis de
recommander une variété (IBV-8001 qui a présenté plus de résistante a la chenille mineuse des
¢épis, au mildiou et au charbon, avec des rendements plus élevés) dans les principales zones de

production de mil au Sénégal.

Tandis que 1’évaluation sur le plan morphologique de 234 accessions de mils précoces et de 9
accessions de mils tardives de mils du Sénégal (Sy et al., 2015) a permis de constater une grande
diversité et une subdivision en trois groupes agro-morphologiques suivant le cycle végétatif.
Toutes ces études ont exposé des résultats qui ont apporté de nouvelles connaissance sur le mil.
Cependant, il est a noté 1’absence d’évaluation du mil sur le plan génétique au Sénégal. Il est
aussi a noter une évaluation sur le plan agro-morphologique principalement axée sur les
accessions précoces et une quasi absence d’évaluation des accessions tardives du mil dans le
pays. En complément a la grande connaissance du mil déja apportée par les études précitées, il
serait important de développer les études du mil du Sénégal, sur le plan génétique tout comme
il serait important d’étendre 1’évaluation agro-morphologique en plus de I’étude génétique sur
les accessions tardives du mil du Sénégal. Ce qui serait important dans la gestion et la

valorisation de ces mils.

1.6. Gestion des ressources phytogénétiques actuelles du mil
La gestion des ressources phytogénétiques actuelles du mil s’articule autour de la mise en place
de collections nationales et internationales et de 1’établissement de core collections
représentatives. En effet a I’issu de la conférence de Rio en 1992 sur I’état des ressources
naturelles, il a été souligné I’importance de conserver ces ressources génétiques. Cette
conservation est un gage de sécurité contre les érosions génétiques et surtout devant les impacts
négatifs des changements globaux. Elle est possiblre (cette conservations) a travers des banques
de genes qui gardent en collection des accessions d’especes phytogénétiques. Le nombre de ces
banques de génes relativement faibles a 1’époque poussait a tirer la sonnette d’alarme sur la
nécessité de prendre des mesures urgentes pour progresser dans le développement des systémes
nationaux et internationaux de gestion des ressources phytogénétiques (Hammer, 2003). Ce qui
a eu un impact positif car les années qui ont suivi ont vu le développement plus important de

banques de génes.
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A ce jour, il y aurait au total 1750 banques de génes a travers le monde (FAO, 2010) (Annexel).
Les données liées aux accessions et espeéces conservées par ces banques de geénes, aux
emplacements et contacts de ces banques de geénes, et toutes informations relatives a ces
banques de geénes sont répertoriées dans une base de données gérée par la FAO du nom de
World Information and Early Warning System on Plant Genetic Resources (WIEWS)

(http://www.fao.org/wiews-archive/wiews.jsp?i_I=EN). Une décennie apres la publication du

premier rapport de la FAO sur ’état des ressources phytogénétiques pour I’alimentation et
I’agriculture dans le monde en 1996, il a été créée la Svalbard Global Seed Vault (SGSV) qui
est une sorte de chambre forte fournissant des installations afin de conserver un duplicata ou
« échantillons de sécurité » d’accession provenant de banques de génes du monde entier. En
2010, la SGSV conservait au total 412 446 entrées provenant de 204 pays dans le monde et
couvrant 3286 especes issues de 664 genres (FAO, 2010). En 2013 le nombre total d’entrées a
été porté a 774 601 (Westengen et al., 2013).

Figure 3 : Représentation des centres de recherches ou des banques de genes ayant déposé un
duplicata ou « échantillons de sécurité » de leurs accessions a SGSV (Svalbard Global Seed
Vault) (représenté par le cercle rouge). Les cercles jaunes sont des centres internationaux de
recherche agricole, et les cercles verts sont des banques de genes régionales, nationales ou

locales. Le rayon des cercles traduit le nombre d'échantillons déposés (Westengen et al., 2013).
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A I’heure actuelle, il y aurait 65 447 accessions de mil conservées dans le monde dont les 33%
sont conservées a I’ICRISAT (Institut International de Recherche sur les Cultures des Zones
Tropicales Semiarides) qui est le détenteur de la plus grande collection de mil au monde suivi
par la CNPMS de I’Institut Embrapa Milho e Sorgo qui en conserve 11% (FAO, 2010). Le reste
des banques de geénes en conserverait 56%. De 1’ensemble des 65447 accessions de mil
conservées dans le monde, la SGSV en détiendrait 20 444 entrées en duplicata (Westengen et

al., 2013).

Toutes ces collections ou banques de génes qui conservent le mil, qu’ils aient ou non fourni de

duplicata auprés de la SGSV, peuvent étre classées en deux groupes :

(i) Les collections internationales qui renferment des accessions issues de plusieurs pays
(ou méme de plusieurs continents) qui ont I’avantage de permettre une conservation globale de
la diversité du mil mais ayant souvent I’inconvénient de ne pas en garder la diversité fine. Parmi
ces collections, nous pouvons citer celle de 'ICRISAT (code WIEWS : IND002) situé¢ a
Patancheru, Inde ; de la CNPMS de I’Institut Embrapa Milho e Sorgo (code WIEWS : BRA0O1)
situ¢ a Sete Lagoas au Brésil ; la Regional Station Jodhpur de la National Bureau of Plant
Genetic Resources (NBPGR) (code WIEWS : IND064) située a Jodhpur en Inde et le
Laboratoire des Ressources Génétiques et Amélioration des Plantes Tropicales de I’'IRD (code

WIEWS : FRA202) situé a Montpellier en France.

(ii) Les collections nationales qui renferment des accessions issues d’un seul pays. Ces
collections ont souvent I’avantage de garder la diversité fine du mil ce qui trés important compte
tenu de la grande diversité de celui-ci mais présentent I’inconvénient d’en garder qu’au niveau
d’une partie restreinte du globe. Parmi ces collection nous pouvons citer I’Unité de Recherche
en Culture In-vitro (URCI) de ’'ISRA (code WIEWS : SEN075) situ¢ a Dakar au Sénégal, le
NPGRC (National Plant Genetic Resources Centre) (code WIEWS : TZA016) situé a Arusha
en Tanzanie, la NPGRC (National Plant Genetic Resources Centre) de la National Botanical
Research Institute (code WIEWS : NAMO006) situ¢ a Windhoek en Namibie et la CENARGEN
(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia) (code WIEWS : BRA003) situé a Brasilia au

Brésil.

Cependant, une bonne gestion et conservation de toutes ces ressources passe forcément par leur
bonne connaissance a travers leurs évaluations tant sur le plan agro-morphologique que
génétique. Car en effet, jusqu’en 2003, seulement 1/3 des accessions des banques de génes dans

le monde avait été compleétement évaluées (Hammer et al., 2003). Il convient donc de s’assurer
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d’une évaluation compléte de toutes ces collections d’en ressortir les défauts s’il en existe et de
les corriger. C’est uniquement par ce moyen que ces collections pourront étre considérées
comme de bon réservoir de la diversité¢ du mil actuelle et des témoins de 1’évolution la diversité

du mil de demain.

2. Les nouvelles technologies de séquencage et leurs

applications

La génétique et la génomique connaissent aujourd’hui une avancée considérable grace aux
nouvelles technologies de séquencgage. L’identification et le suivi de la variation génétique sont
maintenant efficaces et des milliers de variants peuvent étre suivis au sein de grandes
populations (Varshney et al., 2009). Ces nouvelles technologies (NGS) sont applicables dans

différents domaines et permettent de résoudre de multiples problémes (Varshney et al., 2009).
A titre d’exemples :

(ii) En biologie des populations, par la connaissance de la diversité et de la structure
génétique des populations. Les données de marqueurs moléculaires de types SSRs, SNPs ou
InDel, seuls permettent de faire des études d’introgression. Lorsqu’elles sont combinées aux
données phénotypiques, elles permettent d’établir des cartes génétiques ou d’identifier des locis
qui peuvent €tre utilisés soit pour la connaissance du génome ou pour des programmes de

sélection et d’amélioration variétale.

(ii) L’utilisation de données de séquences exprimées du génome (ESTs) ou méme de
séquences completes de génomes obtenus grace aux NGS comparées a un génome de référence

permet de connaitre la structure et I’évolution des génomes des especes.

(iii) L’utilisation de données d’expression de genes combinées aux données agro-
morphologiques permet d’identifier des eQTLs, des marqueurs ou génes candidats qui peuvent

étre utilisés pour des programmes de sélection et d’amélioration variétale.

La principale application de ces nouvelles technologies de séquencage sur le mil est le
séquencage complet de son génome (Varshney et al., 2017), constituant un support de référence,
qui rend désormais les analyses bio-informatiques des données issues de séquengages

génomiques du mil, plus aisées.
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Figure 4 : Schéma montant les différents domaines d’application et utilisations possibles des

NGS (Next-generation sequencing) (Varshney et al., 2009)

L'analyse des données bioinformatiques générées graces aux NGS a permis de découvrir de
nombreux nouveaux genes et des séquences régulatrices et de leurs positions. Elle a mis en
disposition de grandes collections de marqueurs moléculaires comme les SNP (Perez-de-Castro
et al., 2012). Ces marqueurs moléculaires ont déja été utilisés pour valider ou réfuter des
hypotheses (Johnson et al., 2009) sur I'évolutions d'espéces. Elles ont permis de clarifier la
structure de la diversité génétique dans un large éventail de cultures. Grace a ces marqueurs, la
description des matériels génétiques a augmenté la puissance des analyses sur les bases
génétiques de la variation et de 1'adaptation des especes cultivées (Glaszmann et al., 2010). Ces
ressources génomiques ont le potentiel d'accélérer la découverte des génes et de lancer la
sélection moléculaire chez les espéces cultivées sur lesquelles elles sont appliquées. Ceci
améliorerait la productivité des cultures afin d’assurer la sécurité alimentaire dans les pays en
développement (Varshney et al., 2010). Ces outils peuvent ainsi €tre appliqués a nos cas de

figure pour apporter des réponses a nos questions.
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Chapitre II : Evaluation des ressources
phytogénétiques de mil du Sénegal
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Chapitre II. Premiere partie : Evaluation
genetique des ressources de mil du
Sénegal
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INTRODUCTION

Les ressources phytogénétiques sont le réservoir dans lequel on peut puiser pour faire face aux
contextes de changements globaux actuels et assurer la sécurité alimentaire au Sahel. Pour ce
faire, il convient d’avoir d’abord ces ressources a disposition et ensuite de bien les connaitre.
En effet, la connaissance des ressources génétiques est indispensable pour leur bonne gestion.
C’est sur la base de cette connaissance que s’appuient les décisions dans le processus de
conservation et ¢’est aussi sur la base de cette connaissance que s’appuient les acteurs de leur
valorisation. Cette connaissance est possible grace a une évaluation génétique permettant de
connaitre le niveau de diversité de ces ressources, de comprendre la structure de cette diversité
et les facteurs qui expliquent cette structure, de constater la dynamique évolutive de cette

diversité et plus encore.

A travers le monde, 1’état de la diversité génétique du mil, la structure de cette diversité (Gepts
and Clegg, 1989 ; Govindaraj et al., 2009 ; Mariac et al., 2006a), son évolution (Clotault et al.,
2012 ; Dussert et al., 2015a ; Lakis et al., 2012a) et son adaptation ont été assez-bien étudiés.
Ces ¢études ont montré qu’au Niger et a ’échelle régionale de I’ Afrique de 1’Ouest, la sous-
espece cultivée du mil serait composée d'un groupe génétique unique. Or, dans la plupart des
pays de la sous-région, y compris le Sénégal, les agriculteurs distinguent principalement deux
grands groupes de mil, en fonction de la longueur du cycle de culture, appelés différemment
selon les pays. Une variété précoce dont le temps de floraison varie de 50-60 jours (Dussert et
al., 2015a), appelée "Souna" au Sénégal et au Mali, "Hainis" au Burkina "Haini Kire",
"Guerguera", "Zongo", "Ba- Angouré¢ "," Ankoutess "et" Boudouma "au Niger (Bezangon et
al., 1997a) et une variété tardive dont le temps de floraison varie de 80-110 jours (Dussert et
al., 2015a) appelée "Sanio" au Sénégal et au Mali, "Kazouyas" au Burkina et "Maiwa" au Niger
(Bezangon et al., 1997a). Néanmoins, Dussert et al. (2015) ont confirmé qu’a 1’échelle de la
sous-région il n’y avait pas de différenciation génétique entre les variétés de mil précoce et
celles de mil tardif. Cependant, localement, une différenciation génétique neutre entre variétés

précoces et tardives peut étre observée au Niger, a I’échelle de villages (Lakis et al., 2012a).

Qu’en est-il au Sénégal ? En effet, il y a eu beaucoup d'études du mil au Sénégal (Ange, 1991 ;
Dancette, 1983 ; Diakhaté et al., 2013 ; Diangar et al., 2004 ; Diop, 1999 ; Diop et al., 2005 ;
Diouf, 1991 ; Kouakou et al., 2013 ; Mbaye, 1994 ; Noba et al., 2004 ; Sy et al., 2015).
Cependant, presque aucune n'y a traité l'aspect génétique de cette céréale. Par conséquent, la

diversité et la structure génétique du mil cultivé y est toujours inconnue.
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Tandis qu’au de-la méme de la simple connaissance de la diversité génétique, il a été établi au
Niger, des évidences de sélection variétale associée a des variations climatiques qui suggerent
une possible adaptation du mil (Vigouroux et al., 2011b). Toute cette connaissance génétique
du mil fait encore défaut au Sénégal. Des études adaptatives génétiques du mil n’ont pas été
réalisées et il y a encore trés peu d’évaluations génétiques neutres sur sa diversité au Sénégal.
Pourtant, ces connaissances sont indispensables pour une bonne gestion et une meilleure

exploitation de ces ressources a travers les programmes d’améliorations.

Objectif
Le but de cette partie est de répondre a tous ces questionnements. De manicre globale, cette

partie a pour objectif, de contribuer a une meilleure connaissance des ressources de mil. De

facon spécifique, cette partie vise a :
- Etoffer la collection de mil du Sénégal ;
- Apprécier le niveau et la structure de diversité génétique des mils cultivés du Sénégal ;
- Evaluer la diversité adaptative de ces mils cultivés.

A terme, cette partie pourra apporter des explications a beaucoup de questions jusqu’ici restées
sans réponses. Elle pourra fournir des connaissances d’un intérét fondamental pour la bonne

gestion et valorisation de ces ressources du Sénégal.
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MATERIEL ET METHODES

1. Prospection et collectes
Dans le but d'avoir une meilleure représentativité de toutes les zones de culture du mil au
Sénégal, et pour obtenir un effectif important pour chaque type variétal, il a été réalis¢, des
prospections dans les zones de production du mil, tout en y associant des enquétes
ethnobotaniques. Ces prospections ont été faites comme suit : Il a été prospecté le maximum
de villages possibles en se focalisant sur les villages les plus reculés qui ne se trouvent pas pres
des routes et des marchés (qui favorisent les échanges) tout en respectant un pas de 20km. Une
fois sur place, la diversité de chaque village a été collectée (Voire Annexe2 pour les données

passeport).

2. Evaluation génétique neutre (marqueurs SSR)

2.1. Culture des plantes
Environ cinq (5) graines par accession ont été semées dans des gaines (une gaine par accession),
contenant du sol «Dior». Ces gaines ont ¢ét¢ placées en serre pendant 15 jours et

quotidiennement arrosées avec de 1’eau de robinet, jusqu’a obtention de jeunes plants.

2.2. Extraction et quantification de P ADN

Un prélévement foliaire d’environ 200 g sur chaque accession (une plante par accession) a été
effectué¢ afin d’en extraire ' ADN sur la base de la méthode décrite par (Doyle, 1987) modifiée.
Les feuilles ont été broyées au pilon dans des mortiers contenant 750 pL d’une solution tampon
de lyse a CTAB 2%. Les broyats ont ensuite été incubés a 74°C pendant 20 min puis refroidis
a température ambiante pendant 5 min. Un volume équivalent (750 pL) de chloroforme iso-
amylique 24:1 a été ajouté puis I’ensemble homogénéisé et centrifugé a 10 000 rpm a 20°C
pendant 2 min. Apres centrifugation, environ 500 pl du surnageant ont été récupérés puis 500
pL d’isopropanol et 50 pL d’acétate de sodium 3 M a pHS5 ont été rajoutés, et incubés a -20°C
pendant 15 min. Une centrifugation a 10 000 rpm a 10°C pendant 10 min a été réalisée et le
surnageant éliminé. Le culot d’ADN a été lavé avec 500 pL d’éthanol a 70°, puis centrifugé a
nouveau a 10 000 rpm a 10°C pendant 10 min. L'ADN a été séché a la température ambiante
pendant 15 heures de temps, puis dissout dans 100 pL d'une solution de Tris 10 mM - EDTA 1
mM.

Apres I’extraction, pour vérifier la qualité de I’ADN, les échantillons ont ét€¢ mis a migrer sur

un gel d’agarose a 0,8% avec 6 ul d’ADN et 2 ul de bleu de bromophénol par échantillon. Le
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gel a ensuite été coloré au Bromure d'éthidium (BET) (1 mg/L) pendant 15 min avant de le
visualiser aux rayons UV. L’ADN a été quantifi¢ au Nano Drop (Thermo) en déposant 1 pl de
I’extrait. Les degrés de contamination en protéines et composés phénoliques ont été estimés a

I’aide du méme appareil.

Les solutions d’ADN ont été enfin diluées a 25 ng/ul (concentration de travaille) ou conservées

a-20°C.

2.3. Génotypage

2.3.1.  Choix des marqueurs
Le génotypage neutre de la collection a été réalisé a I’aide de 15 marqueurs microsatellites

(SSRs) (Tableau 2, Annexe 2) qui ont été utilisés auparavant dans plusieurs autres études de
diversité génétiques sur le mil (Allouis et al., 2001 ; Budak et al., 2003 ; Mariac et al., 2006a ;
Qietal., 2001).

Réactions PCR et assignation des génotypes
L’amplification a été réalisée a I’aide d’un Kit Qiagen contenant 2 pL de solution Q 5X, 5 uL

de master mix 2X, et du H>O (RNase-free water) ou on a ajouté 1.6 pL ou 1.4 uL de mix
d’amorces (selon qu’il s’agisse du multiplex A ou du multiplex B, respectivement) et 1 uL
d’ADN (25ng/ul) pour un volume total de 10 pl pour chaque puits. L’amplification a été
réalisée a I’aide d’un thermocycleur TC-Plus (TECHNE). Les réactions d’amplifications des
15 marqueurs ont été multiplexées en deux PCR (Multiplex A et B ; 8 marqueurs pour le
multiplex A et 7 marqueurs pour le multiplex B). Le programme PCR suivant a été utilisé :
95°C pendant 15 min pour le déblocage de la polymérase. Suivi de 35 cycles de dénaturation a
94°C pendant 30 s, hybridation des amorces a 55°C pendant 90 s, une élongation a 72°C

pendant 60 s et une extension finale a 60°C pendant 30 min.

Les fragments amplifiés par PCR ont été détectés sur un séquenceur ABI3130 (Applied
Biosystems) a la plateforme Génopole de Montpellier et les données de séquence ont été
analysées avec le logiciel GeneMapper 3.7, qui a permis d’assigner les génotypes. L’assignation
des pics correspondants aux alleles a été déterminée avec un standard de taille (LIZ 500). Les
données d’assignation ont été exportées sous forme de matrice des individus en ligne avec leurs
génotypes respectifs au niveau de chaque marqueur (en colonnes). Tous les individus et
marqueurs présentant plus de 5% de données manquantes ont été¢ supprimés afin d’éviter tout
biais dans 1’analyse des données. C’est sur la base de cette matrice que toutes les analyses

statistiques ont été faites.
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Analyses du niveau de diversité neutre des mils cultivés du Sénégal

Pour évaluer le niveau de diversité, il a été considéré 1’indice de diversité de Nei (Hex) et la
richesse allélique tout en tenant compte de la taille de chaque population considérée. Ainsi donc,
ont été calculées, la richesse allélique (RA), I’hétérozygotie Observée (Ho), I’hétérozygotie
attendue (Hgx), pour chaque locus et dans chaque population considérée grace au logiciel
Genalex 6.5 (Peakall and Smouse, 2012). L’identité population a été considérée en fonction du
type variétal. Il a aussi été calculé I’indice de différenciation entre populations (Fsrt). Nous

avons aussi vérifié 1’équilibre d’Hardy et Weinberg (HWE) pour chaque locus.

L’hétérozygotie observée et I’hétérozygotie attendue ont permis d’obtenir 1’indice de fixation
(Fis) ou coefficient de consanguinité qui refléte la différence des individus a I’intérieur des

populations.

Afin d’avoir une comparaison du niveau de diversité¢ génétique entre types variétaux, nous
avons fait un test t de Student des moyennes de I’indice de diversité de Nei, par rapport aux

différents locus de chaque population.

La richesse allélique étant dépendante de la taille de la population et n’ayant pas le méme
nombre d’individus dans chaque population considérée (le nombre d’accessions des variétés
précoces, tardives et améliorées est différent), nous avons estimé la richesse allélique corrigée,
par la méthode de raréfaction (Hurlbert, 1971), avec une taille minimale d’échantillonnage
¢gale a sept (7) , a I’aide de I’algorithme implémenté dans le programme ADZE version 1.0
(Szpiech et al., 2008) pour comparer la richesse allélique des différentes variétés grace aux

formules suivantes :
(N; — Nij)

I
0) _ _ g
ag " = ;Pijg : Pijg =1- OB

g

D’ou, Pijg est la probabilité de trouver au moins une copie de ’all¢le i dans un échantillon de
taille g de la population j. / représente les alleles distincts et Nij, le nombre de copies de 1'allele

i dans un échantillon de la population ;.
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Analyses de structure de diversité neutre des mils cultivés du Sénégal

L’analyse de la structure génétique des mils cultivés du Sénégal a été réalisée d’abord en
composantes principales (ACP) a I'aide du package ade4 (Thioulouse et al., 1997) implémenté
dans le logiciel R (R Development Core Team, 2008). La structure de la population a également
¢té étudiée par approche bayésienne a I'aide du logiciel STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al.,
2000). L'analyse a été réalisée suivant le modele d’admixture (Falush et al., 2003) avec des
populations K allant de 1 a 12 (K étant le nombre de groupes simulés). Une période de burns
de 500 000 et 10 runs de 700 000 itérations de tirages et remises par la méthode Chaines de
Markov Monte Carlo (MCMC) pour chaque valeur de K a été utilisée. Les valeurs du nombre
de clusters (K) ont été évaluées selon la méthode d’Evanno et al. (Evanno et al., 2005) par le

critere (AK) et le logarithme de vraisemblance (Ln P(D|K)).

Afin de voir les relations entre accessions de la collection, il a été réalisé un dendrogramme,
sur la base de la matrice d’analyse, par la méthode Neighbor Joining (Saitou and Nei, 1987)

avec 1000 réplications a I’aide du logiciel Darwin 5.0.158 (Perrier et al., 1999).

Analyses spatiales de diversité neutre des mils cultivés du Sénégal
L’analyse spatiale n’a été réalisée que sur 367 accessions dont 281 variétés précoces et 86

variétés tardives. Car seules ces accessions présentaient des coordonnées GPS disponibles.

Une Analyse Spatiale des Composantes Principales (SPCA) pour étudier les profils spatiaux de
la variabilité génétique en utilisant le package adegenet (Jombart, 2008) implémenté dans le
logiciel R (R Development Core Team, 2008) a été utilisée. En choisissant comme réseau de
connexion, la triangulation Delaunay (type 1), et en corrigeant les coordonnées géographiques
doubles a I’aide de la fonction jitter. Les scores de 1’Analyses Spatiales des Composantes
Principales peuvent étre informatifs & deux échelles : les structures globales (c'est-a-dire a
grandes échelles) affichent une autocorrélation spatiale positive entre les individus, tandis que
les structures locales (c'est-a-dire a échelles fines) affichent une autocorrélation spatiale

négative.

L’isolement par la distance (IBD) a été vérifié grace a un test de Mantel (Mantel, 1967) entre
la matrice de distance génétique et la matrice de distance géographique suivant les méthodes de
Smouse et collaborateurs (Smouse and Long, 1992 ; Smouse et al., 1986) avec un test de
permutation de 999 itérations. La pente de régression a été représentée pour les accessions
précoces d’une part et tardives d’autre part. Cette analyse a été réalisée a 1’aide du logiciel

GenAlex 6.5 (Peakall and Smouse, 2012).
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Vérification de redondances de génotypes

Afin de tester la présence de doublons au sein de la collection, un calcul des probabilités
d’identité des individus de la collection a I’aide du logiciel Genalex 6.5 (Peakall and Smouse,
2012) a été réalisé. En plus, il a été fait un alignement comparatif des génotypes des individus
par rapport aux différents marqueurs microsatellites, a 1’aide du logiciel Identity v 1.0 (Wagner

and Sefc, 1999).

3. Evaluation génétique adaptative
3.1 Génotypage
3.1. 1. Génes d’adaptation

Amplification de ’ADN
L’amplification de ’ADN a été réalisée a I’aide d’un Kit Promega contenant une solution
Tampon 5X, de la GoTaqg G2 DNA Polymerase 2X, et du HoO (RNase-free water) ou sont
ajoutés 1 pl de DNTP (2 mM), 0.2 pl d’amorce (Annexe 3) et 2 ul d’ADN (50 ng) pour un
volume total de 10 pl pour chaque tube. Les PCR ont été réalisées avec un thermocycleur TC-
Plus (TECHNE). Les amorces utilisées, de ces deux genes, se référent a celles de Mariac et al.,

(2011b) pour le géne PgMADS11 et a Saidou et al. (2009) pour le géene PgPHYC.

Pour le gene PgPHYC, le programme PCR suivant a été utilisé : 94°C pendant 3 min pour une
dénaturation initiale. Suivi de 38 cycles comprenant une dénaturation a 94°C pendant 30 s, une
hybridation a 55°C pendant 30 s, une élongation a 72°C pendant 30 s et une extension finale a

72°C pendant 10 min.

Et pour le gene PegMADS1 1, le programme PCR suivant a été utilisé : 94°C pendant 3 min pour
une dénaturation initiale. Suivi de 38 cycles comprenant une dénaturation a 94°C pendant 30 s,
une hybridation a 57°C pendant 30 s, une ¢longation a 72°C pendant 30 s et une extension finale

a 72°C pendant 10 min.

Les fragments amplifiés ont été détectés par électrophorese : 7 pl de produit PCR et 2 pl de
bleu de bromophénol (fabricant SIGMA) ont été mis a migrer (dans un tampon contenant du
TBE 1X) par ¢électrophorese pendant 1 h, sur gel d’agarose a 2% avec un marqueur de taille 1
Kb Ladder. Les gels ont ensuite été colorés au Bromure d'éthidium (BET, 1mg/L) pendant 15

min avant de les visualiser aux rayons UV (100nm - 400nm) a 1’aide d’un Geldoc.
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3.2.  Analyses de la variabilité allélique par rapport aux génes

PgPHYC et PgMADSI11 et études de corrélations

Pour tester d’éventuelles corrélations de ces génes par rapport a des données génétiques et géo-
climatiques il a été procédé a des analyses de régressions logistiques entre les génotypes par
rapport aux deux génes et les pools génétiques, altitude, la latitude, la longitude, les
températures et précipitations moyennes des mois de juin, juillet, aolit et septembre et 19
facteurs géo-climatiques. Les données géo-climatiques ont été obtenues a partir de la base de

données WorldClim (http://www.worldclim.org). L’extraction des données a été réalisée a

I’aide du logiciel DIVA-GIS v7.5. Toutes les analyses ont été faites a 1’aide du logiciel R 3.3.1
(R Development Core Team, 2008).

Les 19 facteurs géo-climatiques sont : la température moyenne annuelle, 1’écart diurne moyen,
I’isothermalité, la saisonnalité de la température, la température maximale de la période la plus
chaude, la température minimale de la période la plus froide, I’écart annuel de température, la
température moyenne du trimestre le plus humide, la température moyenne du trimestre le plus
sec, la température moyenne du trimestre le plus chaud, la température moyenne du trimestre
le plus froid, les précipitations annuelles, les précipitations de la période la plus humide, les
précipitations de la période la plus séche, la saisonnalité des précipitations, les précipitations du
trimestre le plus humide, les précipitations du trimestre le plus sec, les précipitations du

trimestre le plus chaud, et les précipitations du trimestre le plus froid.

29


http://www.worldclim.org/

RESULTATS

1. Enrichissement de la collection de mil du Sénégal
Au total, cent soixante-cing (165) villages ont été prospectés et deux cent vingt-six (226)
accessions collectées. Ces accessions nouvellement collectées, ont été jointes a 1’ancienne
collection (Sy et al., 2015), ce qui a constitué¢ la nouvelle collection de mil du Sénégal. Cette
nouvelle collection est donc constituée de quatre cent soixante-dix-sept (477) accessions avec
cent douze (112) variétés tardives, trois cent cinquante-trois (353) variétés précoces et 12
variétés améliorées. Désormais, nous avons une bonne couverture des régions, car cette
nouvelle collection couvre toutes les régions ou le mil est cultivé au Sénégal. En plus, nous
avons une plus grande représentativité des variétés tardives (23%) dans la collection, comme le

montre la Fig. 5.
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Figure 5: Comparaison de la représentativité variétale et géographique de la nouvelle collection par rapport a I’ancienne collection de mil du

Sénégal.
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Cette collection est actuellement conservée sous forme de grains au Centre national de
recherche agronomique de Bambey (CNRA) de I'Institut Sénégalais de Recherches Agricoles
(ISRA) et au Laboratoire National de Recherches sur les Productions Végétales (LNRPV) de

I'ISRA a Dakar. Une base de données en ligne nommée GENEDIV (www.genediv.com) a été

créée (dans le cadre du projet WAAPP/PPAAO), dans laquelle toutes les données (génétiques,
agro-morphologiques et géographiques) concernant cette collection, ont été déposées, pour

permettre une meilleure valorisation de ce matériel génétique.

2. Evaluation génétique neutre

2.1. Niveau de diversité neutre des mils cultivés du Sénégal
Le tableau de données final contient 1,77% des données manquantes, avec au total 404
accessions dont 12 variétés améliorées, 306 Souna et 86 Sanio et 12 marqueurs microsatellites.
Tous les 12 microsatellites ont été polymorphes. Les marqueurs ont présenté un total de 101

alléles avec en moyenne 8,4 alleles par locus. Le nombre d'alleles par marqueur varie de 2

(Psmp2202) a 14 (Psmp2220).

Le tableau 2 présente 1'hétérozygotie observée et attendue, le nombre d'alleles, la richesse
allélique corrigée avec une taille minimale d’échantillonnage égale a 7 et le Fis pour les
accessions locales précoces et tardives. Nous observons un niveau €levé de diversité génétique
pour toutes les accessions locales. Les variétés précoces présentent un niveau de diversité
génétique légerement plus élevé par rapport a I’hétérozygotie observée Ho (0,481) et attendue
Hex (0,567), tandis que les variétés améliorées montrent le plus faible Ho (0,391). Cependant,
les tests statistiques de la diversité montrent un niveau de diversité similaire entre les accessions
locales précoces et tardives. Le test t de Student entre les accessions locales précoces et tardives
n'indique pas de différences significatives pour 1'hétérozygotie observée (P-valeur = 0.8839, t
=0.14782), I’hétérozygotie attendue (valeur P = 0.772, t = 0.29381), le Fis (valeur P = 0.9459,
t =0.068834) et la richesse allélique corrigée (valeur P = 0.9008, T = 0.12787), ce qui suggere

que le niveau de diversité génétique est égal.

Un seul locus (Psmp2249) se trouve étre en déséquilibre ’HWE chez les accessions précoces,
contre deux loci (Psmp2249 et Psmp2246) chez les accessions tardives. Les groupes présentent
de faibles taux de consanguinité avec une valeur Fis de 0,160, 0,128 et 0,258 respectivement
pour les accessions locales précoces, tardives et les variétés améliorées. Les accessions locales
précoces, tardives et les variétés améliorées présentent respectivement 22 alleles (avec une

moyenne de fréquences alléliques de 0.01), 8 all¢les privés (avec une moyenne de fréquences
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alléliques de 0.015) et 1 all¢le privé (avec une moyenne de fréquences alléliques de 0.09). De

faibles différentiations (Fst) ont été notées entre les variétés améliorées et les accessions locales

précoces (0.004), entre les accessions locales précoces et tardives (0.052) et entre les accessions

locales tardives et les variétés améliorées (0.063).

Tableau 1 : Statistiques des estimateurs de la diversité génétique pour les 12 SSR utilisés dans

I’analyse des 404 accessions de mil.

Locus Tai‘lles Na Hex Ho Fir Fst Fis
alléles
Psmp2202 146-163 2 0.495 0.470 0.167 0.196 -0.037
Psmp2206  197-213 9 0.793 0.710 0.133 0.051 0.086
Psmp2214  234-244 10 0.666 0.504 0.254 0.006 0.250
Psmp2219  227-291 12 0.612 0.591 0.086 0.082 0.004
Psmp2220  118-149 14 0.868 0.789 0.112 0.033 0.081
Psmp2227  192-246 7 0.654 0.565 0.161 0.039 0.126
Psmp2237  233-265 9 0.318 0.236 0.408 0.171 0.286
Psmp2247  199-206 4 0.523 0.383 0.485 0.473 0.023
Psmp2249  130-155 3 0.388 0.154 0.608 0.011 0.604
PgIRD12 121-147 13 0.637 0.290 0.605 0.114 0.554
PgIRD25 160-184 11 0.494 0.376 0.400 0.340 0.091
PgIRD46 84-107 7 0.588 0.552 0.112 0.086 0.028

Tableau 2 : Statistiques de la diversité génétique pour les variétés améliorées, les accessions

locales précoces et tardives. Nb : nombre d’entrées ; Na : nombre moyen d'alleles, RAcor :

Richesse allélique corrigée avec une taille minimale d’échantillonnage égale a 7, Ho :

hétérozygotie observée ; Hex : hétérozygotie attendue ; Fis : coefficient de consanguinité

Nb Na RAcor (Taille =7) Ho HEex Fis
Variétés améliorées 12 4.4 2,55 0,350 0,513 0,258
Accessions locales 306 7.7 2.81 0,446 0,542 0,160
precoces
Accessions locales 86 5.8 2,77 0434 0494 0,128
tardives
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2.2. Structure de diversité neutre des mils cultivés du Sénégal
Les analyses bayésiennes montrent une structure claire entre les accessions locales précoces et
tardive (Fig. 7). La valeur du critere delta K (AK) d'Evanno utilisé, est plus élevée pour K = 2
(Fig. 6). Cela indique que le nombre le plus probable de groupes (K) identifiés par
STRUCTURE est K = 2. La plupart des accessions (89% des accessions précoces et 90% des
accessions tardives) ont été attribuées a leurs clusters respectifs avec une valeur g > 0,7 (g est
le degré d’appartenance a un cluster. Il varie entre 0 et 1. Plus ¢ est proche de 1 pour un cluster
donné, plus I’accession considérée, appartient au cluster en question). Trente-quatre (34)
accessions précoces et neuf (9) accessions tardives ont été¢ mal assignées (¢ <0,7), mais chacune
a présenté une part du génome intermédiaire. Considération faite des 10 villages au niveau
desquels des accessions précoces et tardives ont ét¢ a la fois collectées, toutes les accessions

ont été assignées a leur groupe respectif avec des valeurs de ¢ supérieures a 0,75.
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Figure 6: Valeurs de delta K (courbe rouge) et la courbe de régression de LnPD (courbe bleue)
pour K =1 a K =6 (nombre de K groupes) selon la méthode de calcul d'Evanno et al (2005)

Ces résultats ont été obtenus pour 404 accessions analysées avec 12 marqueurs SSR.
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Figure 7 : Structure de la population pour K = 2 sur la base des 404 accessions analysées avec

12 SSR.

Des résultats similaires ont été observés avec I'Analyse en Composantes Principales, montrant
une distinction claire entre les accessions locales précoces et tardives (Fig. 8). Les deux
premiéres composantes principales expliquent respectivement 5,2% et 2,8% de l'inertie. Les
marqueurs Psmp2247 et Psmp2202 ont eu la contribution la plus élevée au premier axe de
I’ACP. En effet, deux alléles, Psmp2247 199 et Psmp2202 146, ont montré des fréquences tres
¢levées chez les accessions locales tardives (0,92 et 0,83, respectivement). Toutefois,

I'élimination de ces deux loci ne modifie pas les résultats de I'ACP.

Figure 8: Analyse en composantes principales des variétés améliorées, des accessions précoces

(Souna) et tardives (Sanio) de la collection (Axel= 5.2, Axe2= 2.8).
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Le dendrogramme (Fig. 9) présente les mémes observations faites avec I’ACP et le I’analyse

bayésienne avec d’un coté les précoces et améliorées et de 1’autre, les variétés tardives.
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Figure 9 : Degrés de similarités entre les différentes accessions (précoces, tardives et variétés

améliorées) de la collection de mil. Vert : variétés améliorées ; Rouge : accessions précoces ;

Bleu : accessions tardives

A travers toutes ces analyses, aucune différenciation génétique entre les variétés améliorées et

les accessions précoces n'a été observée, ce qui prouve que ces variétés améliorées provenaient

des variétés précoces.

2.3. Analyses spatiales de diversité neutre des mils cultivés du
Sénégal
L'analyse spatiale des composantes principales (sPCA) met en évidence, 1’existence d’un
pattern spatial de la diversité génétique des mils du Sénégal. Elle montre des résultats similaires
aux analyses précédentes, confirmant les deux groupes génétiques sur la base des accessions
locales précoces et tardives et la répartition spatiale nord-sud a travers le Sénégal. La valeur
absolue propre du premier axe représentant la structure globale est considérablement supérieure
a la somme des deux premiers axes représentant la structure locale (Fig. 10). Le test de

permutation Monte Carlo pour 999 itérations, des structures locales (Geary) et globales (Moran)
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indiquent une structure globale significative (p-value = 0,0001) et une structure locale non-
significative (p-valeur = 0,77). Compte tenu de ces observations, la visualisation de cette
analyse a ¢été faite sur le premier axe (de la structure globale), pour lequel, I de Morran = 0,50.
La projection des scores d'autocorrélations (valeurs du premier axe représentant la structure
globale, ou a grande échelle spatiale) montre l'existence d'un motif spatial divisé en deux
groupes ; Un groupe prédominant au sud et un autre prédominant au nord et au central-nord du

Sénégal (Fig. 10).

L’analyse comparée des résultats de la sSPCA par rapport a ceux de STRUCTURE indique que
l'analyse spatiale des composantes principales (SPCA) a révélé une structure génétique plus
caché (Fig. 11). En effet, si I'on considére 1'information spatiale, les accessions locales précoces
du sud du Sénégal ont présenté un profil plus atténué que celui observé avec STRUCTURE,
alors qu'aucune différence n'a été observée en considérant les accessions locales tardives. Les
deux approches confirment bien les attributions génétiques des variétés locales tardives du

centre Sénégal.
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Figure 10 : I’ Analyse Spatiale des composantes principales (sPCA), des accessions précoces et
tardives de la collection. a) Représentation graphique des axes de la structure globale et locale.

b) Représentation graphique des scores d’autocorrélations, du premier axe de la sSPCA.
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Figure 11 : Comparaison de 1’assignation génétique entre les résultats de STRUCTURE et ceux
de la sSPCA pour les accessions locales précoces et tardives. a) : Représentation graphique des
valeurs q obtenues avec l'analyse STRUCTURE pour les accessions précoces (Souna), b) :
Représentation graphique des scores d’autocorrélations obtenus avec l'analyse sPCA pour les
accessions précoces (Souna), c): Représentation graphique des valeurs q obtenues avec
'analyse STRUCTURE pour les accessions tardives (Sanio), d) : Représentation graphique des

scores d’autocorrélations obtenus avec l'analyse sPCA pour les accessions tardives (Sanio)
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L’analyse du model d’isolement par la distance (IBD) grace au test de Mantel révéele de faibles
pentes d’IBD pour les accessions précoces (R’ = 0.0029) et tardives (R’ = 0.0092) (Fig. 12). En
effet la valeur du coefficient de corrélation entre les deux matrices comparées (R?) doit étre
proche de 1 ou -1 pour indiquer I’existence d’un motif d’isolement par la distance. Dans notre
cas de figure, les valeurs de R? sont trés proches de 0. Cela ne suggére aucun pattern significatif

d'isolement génétique par la distance.
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Figure 12 : Représentations graphiques du modéle d'isolement par la distance pour les
accessions locales précoces (rouge) et tardives (bleu), obtenues grace au test de Mantel entre la

matrice de distance génétique et la matrice de distance géographique.
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2.4. Vérification de redondances de génotypes
La vérification de redondances de génotypes par le calcul des probabilités d’identit¢ des
individus de la collection en fonction des marqueurs cumulés croissants montre que la
probabilité que deux individus ayant des liens de parenté ou non soit identiques est nulle a partir
de sept (7) loci cumulés croissants. Ce qui veut dire que lorsque I’on considere tous les 12
marqueurs SSR, il n’y a pas dans la collection deux individus présentant les mémes all¢les sur
tous les 12 marqueurs. Autrement dit, il n’y pas de doublons dans la collection. Ce résultat est
confirmé par un alignement comparé de tous génotypes de tous individus par rapport aux 12

marqueurs.

Probability of Identity
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Figure 13 : Représentation graphique des probabilités que deux individus, ayant des liens de
parenté (trait rouge) ou n’ayant aucun lien de parenté (trait bleu), présentent des génotypes

identiques en fonction des marqueurs cumulés croissants.

3. Evaluation génétique adaptative
Dans le but d'évaluer la diversité génétique en relation avec les cycles de floraison, les

accessions ont été génotypées pour les alleles des genes PgPHYC et PgMADSI 1.

Le tableau 3 indique le nombre de génotypes pour les accessions locales précoces et tardives.
Nos résultats montrent une spécificité de 1’allele G du géne PgPHY(C aux accessions précoces,
qui ont ét¢ les seules a présenter cette allele de floraison précoce (G), ce qui a entrainé une
différence significative des fréquences des génotypes (test de F, P= 0.006). Pour PgMADSI1 1,
une différence significative des fréquences des génotypes (test de F, P=0.004) a été observée.
Les accessions locales précoces ont une fréquence plus élevée d’alleles associés a la floraison

précoce.
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Une corrélation significative entre l'alléle G du géne PgPHYC avec la latitude (p-valeur =
0,0348) a été observée. Cependant, la significativité disparait en considérant le regroupement
génétique (q < 0,7). Pour l'allele de délétion du géne PgMADSI1, nos données révelent une
corrélation significative par rapport a la longitude (valeur p < 0,001) méme si l'on considere le

mode¢le de groupement génétique.

La régression logistique appliquée aux genes PgPHYC et PgMADSII comme variables

réponses par apport aux données bioclimatiques révele que :

- Le géne PgPHYC est corrélé aux variables d’isothermalité ¢’est-a-dire le rapport de la
température moyenne annuelle sur I’écart annuel de température (P = 0,02), le saisonnalité de
la température (P < 0,0001), et la température minimale de la période la plus froide (P <0,0001),
la température minimale au mois d’octobre (P < 0,0001), la température maximale au mois
d’octobre (P < 0,0001), la température minimale au mois d’aott (P < 0,0001), la température
minimale au mois de septembre (P < 0,0001), la température maximale au mois de juin (P<

0,0001) et les précipitations au mois d’aott (P < 0,0001).

- Tandis que le géne PgMADSI 1 est corrélé aux variables de température minimale au
mois d’avril (P = 0,01), la saisonnalité des précipitations (P < 0,0001), les Précipitations du
trimestre le plus sec (P < 0,0001), les précipitations du trimestre le plus chaud (P < 0,0001) et
les précipitations du trimestre le plus froid (P < 0,0001).

Tableau 3 : Décompte des génotypes pour les variétés améliorées, les accessions locales

précoces et tardives par rapport aux valeurs de q < 0,7

Génotypes de PgPHYC Génotypes de PgMADSI 1
C/C C/G G/G 363/363 363/387 387/387
Variétés améliorées 8 3 1 1 2 9
Accessions précoces 239 21 0 18 65 185
Accessions tardives 79 0 0 2 16 62
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DISCUSSION

A travers cette étude, une nouvelle collection de mil du Sénégal a été mise en place. Une
collection qui représente mieux les ressources génétiques de mil du Sénégal que 1’ancienne
collection. En effet cette collection prend en compte toutes les régions du pays ou le mil est
cultivé et prend aussi en compte toute la diversité variétale qui est cultivée dans ces différentes
régions. Ainsi cette collection représente bien le mil cultivé du Sénégal, tant sur le plan

géographique que sur le plan variétal.

L’évaluation de I’existence de doublons dans la collection actuelle de mil du Sénégal a montré
qu’il n’y a pas de redondances génotypiques dans la collection. Le mode de reproduction du
mil est un systéme allogame. Les especes allogames sont souvent moins enclines a montrer des
redondances de génotypes dans les collections que les especes autogames. En outre, ces
résultats témoignent de 1’efficacité de la méthode de prospection lors des collectes de la

nouvelle collection et de la bonne épuration de I’ancienne collection.

Une grande diversité génétique (Hex : 0,516) du mil cultivé au Sénégal a été observée dans cette
¢tude. Ce niveau de diversité est inférieur a celui rapporté précédemment par Stich et al. (2010)
(Stich et al., 2010) ou ses échantillons de mil du Sénégal ont eu un niveau de diversité (Hgx) de
0,69. Cette différence s'expliquerait en partie par le fait que les deux études n'ont utilisé que
deux SSR en commun. Cependant, comparé a Mariac et al. (2006a), ou les 12 SSR sont utilisés
sans compter le fait que Mariac et al. ( 2006a) ont utilisé un plus grand nombre de marqueurs
(25 SSR), nous avons trouvé une plus grande diversité génétique des mils du Sénégal que ceux
du Niger (Hex = 0,49) et un nombre d'alleles par locus similaire (Na Sénégal: 6 contre Na Niger:
6.2). En outre, la valeur de la Fis pour le mil du Niger (0,30) était plus élevée que pour le Sénégal
(0,18). La diversité génétique €levée trouvée dans notre €tude est en accord avec d'autres études
menées a 1’échelle régionale (Dussert et al., 2015a ; Hu et al., 2015 ; Oumar et al., 2008). La
diversité génétique élevée du mil peut s'expliquer par son fort taux de d’allogamie (75%),
(Sandmeier, 1993) et les flux génétiques existant avec son parent sauvage (Lewis, 2010 ; Mariac
et al., 2006a). Cette grande diversité génétique du mil, est en accord avec sa forte diversité agro-
morphologique observée aussi bien au Sénégal (Sy et al. 2015 ; Kane, 2014 ) qu'en Afrique de

'Ouest (Pucher et al., 2015) et met en évidence un potentiel inexploité pour la sélection.

Selon Dussert et al. ( 2015), un seul événement de domestication aurait conduit a 1’obtention
des variétés locales précoces et tardive. Ce qui expliquerait en partie la différenciation génétique

limitée observée a l'échelle régionale (Dussert et al., 2015a), méme si la floraison est un trait
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majeur utilisé par les agriculteurs pour définir leurs variétés locales. Une étude comparée des
valeurs Fst entre accessions locales précoces et tardives montre de 1égeres différentiations
(0,052), qui est de la méme ampleur (0,053) que celle observée au Niger (Lakis et al., 2012b).
Cependant, les résultats bayésiens et les analyses multivariées ont montré une différenciation
claire et nette avec deux pools génétiques. Le pool génétique des variétés précoces et le pool

génétique des variétés tardives.

Cette structure génétique pourrait étre expliquée en partie par la répartition géographique des
accessions locales comme le montre l'analyse sPCA, ou il est difficile de dissocier
completement la structure spatiale et génétique. A une échelle plus fine, on a observé des
modeles d’admixtures plus contrastés. Dans le centre du Sénégal, on a pu constater une nette
différenciation entre les variétés précoces et tardives. En revanche, des schémas plus ou moins
nets ont été observés dans le sud du Sénégal. Les résultats pourraient étre liés a des pratiques
agricoles des agriculteurs et la circulation des semences (Kouakou et al., 2013 ; Lakis et al.,

2012b ; Mariac et al., 2006b).

La proximité génétique entre les accessions locales précoces et les variétés améliorées met en
¢vidence une histoire de sélection variétale et des pratiques agricoles. Au Sénégal, peu de
programmes de sélections ont été entrepris sur le mil, mais tous ceux qui ont été menés, ont été
axés sur la réduction du cycle de floraison. Les parents géniteurs des variétés produites
proviennent d’accessions locales. En plus, les agriculteurs cultivent encore dans leurs champs,
des variétés améliorées conjointement avec les accessions locales précoces, augmentant ainsi
les flux de génes et donc la proximité génétique. Jusqu'a présent, les programmes de sélection
ont été mis en place en utilisant des ressources génétiques restreintes aux variétés locales
précoces, comme le prouvent nos résultats avec un groupage des accessions précoces et des
variétés ameliorées d’une part et les accessions tardives d’autre part, dans toutes les analyses
incluant ces trois groupes. En effet, 'Afrique subsaharienne a enregistré de longues périodes de
sécheresse dans les années 70 et 80 qui ont conduit a la production de variétés améliorées de
cycles courts. Cependant, la diversité génétique élevée du mil cultivé observée, a travers cette
¢tude, pourrait étre mieux utilisée lorsqu'on la considére (cette diversité génétique)

globalement.

La sensibilité a la photopériode des accessions locales de mil et donc la variation du cycle de
floraison représentent une réponse clé pour l'adaptation aux conditions climatiques futures
(Sultan et al., 2013). En effet, les cultivars de mil du Niger auraient réduit leur cycle de floraison
pendant les épisodes de sécheresse de 1976 a 2003 (Vigouroux et al., 2011b). Cette réduction
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a ¢été corrélée avec le changement des fréquences alléliques pour le géne PgPHYC. Une
corrélation similaire a été trouvée avec PgMADSI 1 (Mariac et al., 2011a ; Saidou et al., 2009).
Nos données ont révélé des différences génétiques significatives des types variétaux locaux
pour les deux genes avec des accessions locales précoces plus riches en alleles dites « de
précocité ». Le temps de floraison a été corrélé avec la latitude, les accessions précoces étant
cultivés plus fréquemment dans des latitudes septentrionales ou les conditions
environnementales sont plus arides (Haussmann et al., 2006 ; Pucher et al., 2015). Dans notre
¢tude, l'effet de latitude a été confondu avec la structure génétique spatiale pour le geéne
PgPHYC. D'autre part, une corrélation avec la longitude a été trouvée pour le géne PeMADSI 1.
Méme si la longitude est corrélée a un gradient de température au Sénégal, des recherches plus
approfondies seraient nécessaires pour y répondre de manicre plus compléte et déméler cette
corrélation par rapport a la longitude et la température. En attendant, des génes de floraison tels
que PgPHYC et PgMADS11 pourraient étre utilisés dans des programmes de sélection assistée

par marqueurs.

Nos résultats montrent clairement une corrélation de ces génes par rapport a des facteurs
bioclimatiques liés a la température et aux précipitations. Ce qui suggere qu’il y aurait tres
certainement une adaptation de ces geénes des mils cultivés du Sénégal, par rapport aux facteurs

climatiques.

En effet, nous observons que les fréquences alléliques du géne PgPHYC bien que lié a quelques
facteurs de précipitation serait plus influencée par des facteurs liés a la température tandis que
les fréquences alléliques du gene PgMADS11 serait plus influencée par des facteurs liés a la
précipitation, méme si ce géne est corrélé a quelques facteurs de la température. On pressent
une certaine dualité parallele des deux geénes en réponse aux facteurs liés d’une part a la

température et d’autre part a la précipitation.

Ce qui est en quelque sorte une confirmation des observations de Vigouroux et al. (2011a) et
de Mariac et al. (2011b). Une étude plus poussée sur ces genes avec séquencage complet et
prise en compte de 1’aspect fonctionnel serait nécessaire pour une validation définitive de ces
observations. En attendant, nos résultats confirment des observations précédentes a leur sujet
et suggerent que ces génes peuvent d’ores et déja étre utilisés comme outils dans la recherche

et les programmes de sélection.

Les corrélations observées de ces génes en fonction des facteurs enregistrés durant certains mois

sont souvent des mois de la période hivernale au Sénégal (qui dure de juin a juillet a septembre

45



ou octobre en fonction des années), ou des mois qui sont autours de cette période. Méme s’il
semble relativement hasardeux, il serait donc tout a fait naturel d’imaginer 1’influence du fait
que le mil est une plante annuelle qui est cultivés par les paysans durant la période hivernale. Il
est cependant impossible d’étre catégorique avec nos données. Néanmoins, nos résultats
montrent bien les corrélations et suggérent qu’il existerait une adaptation de ces geénes par

rapport a des facteurs bioclimatiques liés a la température et a la précipitation.

46



CONCLUSION

Dans cette partie, la diversité génétique du mil a été étudiée, et tous les objectifs de départ, de

cette étude ont été atteints.

En effet, cette étude a permis de mettre en place une nouvelle collection plus représentative des
ressources de mils cultivés du Sénégal. Une collection qui représente bien les différentes

variétés de mil cultivés et qui représente aussi toutes les zones de culture du mil au Sénégal.

Et I’évaluation de cette collection a montré qu’il n’y a pas de redondances génotypiques en son
sein. Parmi les résultats observés a travers cette évaluation, nous pouvons retenir que les mils
du Sénégal présentent une grande diversité génétique et qu’ils sont constitués de deux pools
génétiques. Un pool génétique a floraison précoce et un second pool génétique a floraison
tardive. Cette structure génétique de ces mils est accompagnée par une structure spatiale

similaire, en outre il existe un pattern spatial de la diversité du mil au Sénégal.

L’évaluation de la diversité adaptative de cette collection, a montré une spécificité de 1’allele G
d’un SNP du géne PgPHY(C aux accessions précoces et a montré qu’il existe une différentiation
significative des fréquences des génotypes de ce géne PgPHYC et du géne PgMADSII par
rapport aux pools génétiques précoces et tardives. Ces geénes de floraison (PgPHYC et
PgMADS11) pourraient étre utilisés dans des programmes de sélection assistée par marqueurs.
Cette évaluation a aussi montré qu’il y a une corrélation de ces deux genes par rapport a des
facteurs de pluviométrie et de température. Corrélations qui devraient étre étudiées de manicre

plus poussée en vue d’une validation.

Cette ¢tude a largement statué sur la diversité génétique du mil au Sénégal en y apportant des
¢éclaircissements et en traitant des questions qui jusqu’ici étaient restées sans réponses.
Cependant, une caractérisation génétique seule n’est pas suffisante en termes d’évaluation des
ressources phytogénétiques. Il convient d’y associer aussi une évaluation agro-morphologique

en vue d’une bonne gestion et valorisation de ces ressources.
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Chapitre II. Deuxieme partie :
Evaluation agro-morphologique de la
collection de mil du Séné¢gal
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INTRODUCTION

La bonne connaissance des ressources génétiques est indispensable pour leur bonne gestion et
valorisation. En effet, c’est sur la base de cette connaissance que s’appuie toute activité¢ de
conservation, d’amélioration, ou de valorisation quelconque. Ainsi, les efforts d’évaluation des
ressources génétiques sont un point de départ crucial et indispensable pour bien gérer ces

ressources génétiques.

Dans le chapitre précédant, nous avons ¢évalué, sur le plan génétique, les accessions de la
collection nationale, qui représentent les mils du Sénégal, en vue d’une bonne gestion et
valorisation. Cette évaluation a mis en évidence la grande diversité génétique des accessions de
mil du Sénégal et 1’existence de deux pools génétiques en fonction des accessions précoces
d’une part et tardives d’autre part. Cette évaluation a donc fourni une meilleure connaissance
de ces ressources sur le plan génétique. Cependant, une évaluation génétique seule ne suffit pas
pour une bonne connaissance des ressources génétiques en vue de leur bonne valorisation. Il

convient d’y associer aussi une évaluation agro-morphologique.

Sy et al. (2015) ont étudi¢ la diversité agro-morphologique d’accessions de mils de la collection.
Cependant, cette étude n’est pas complete. Elle n’a pas couvert toutes les accessions de la
collection car les nouvelles accessions (celles collectées en 2014) de la collection n’ont pas été
prises en compte. En effet, parmi les 404 accessions qui constituent la collection nationale de
mil, seul 243 accessions locales précoces et 9 accessions locales tardives collectées entre 1993

et 2010 y ont été étudices.

Afin de compléter cette évaluation des ressources génétiques de mil du Sénégal, dans cette

partie nous avons fait la caractérisation agro-morphologique de ces derni¢res au complet.

Objectif
L’objectif global de cette étude est de contribuer a la connaissance des ressources génétiques
de mil du Sénégal par I’évaluation agro-morphologique des différentes variétés dans leurs zones

de culture. De fagon spécifique, cette partie vise a :

- Evaluer le niveau et la structure de diversité agro-mophologiques des mils cultivés du

Sénégal ;

- Identifier des caractéres discriminants de ces mils cultivés.
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MATERIEL ET METHODES

Les variétés précoces ont été évaluées sur deux sites, au centre-nord et centre-sud du pays. Les

variétés tardives ont été évaluées sur deux sites, au sud et centre-sud du pays.

1. Evaluation agro-morphologique des variétés précoces

1.1. Matériel végétal et sites d’expérimentation
Le matériel végétal est constitué de trois cent cing (305) accessions de mil Souna de la

collection du Sénégal. Ces accessions ont été collectées entre 1993 et 2014, a travers le pays.
Les accessions précoces ont été semées dans deux sites d’expérimentations de I’ISRA : Bambey

et Nioro, durant deux années correspondant aux périodes hivernales de 2014 et de 2015.

Le site de Bambey se trouve au Centre National de Recherche Agronomique (CNRA). II est
situé entre 14°32'12" de latitude Nord et 16°36'41" de longitude Ouest. Le sol est de type
ferrugineux tropical faiblement lessivé (« Dior »). Le climat est de type sahélien, la période
hivernale y dure environ 4 mois, entre juillet et octobre. La pluviométrie annuelle moyenne de
1940 a 2013 varie entre 370 mm et 728 mm pour une moyenne de 549mm (Bodian, 2014).
Durant I’hivernage 2014, Bambey a enregistré un cumul de 407 mm de pluies et 692,2 mm
durant I’hivernage 2015. La figure 14 représente les pluviométries journaliéres enregistrées a

Bambey durant I’hivernage 2014 et I’hivernage 2015.
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Figure 14 : Pluviométries journali¢res enregistrées a Bambey durant I’hivernage 2014 (vert) et
I’hivernage 2015 (bleu).
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Le site de Nioro est une annexe du Centre National de Recherche Agronomique (CNRA). I est
situ¢ entre 13°45'00" de latitude Nord et 15°45'00" de longitude Ouest. Le sol est de type
ferrugineux tropical lessivé (« Dior »). Le climat est de type soudano-sahélien, la période
hivernale y dure environ 4 mois, principalement entre juillet et octobre. La pluviométrie
annuelle moyenne de 1940 a 2013 est entre 594 mm et 1012 mm pour une moyenne de 803 mm
(Bodian, 2014). Durant I’hivernage 2014, Nioro a enregistré un cumul de 541,8 mm de pluies
et 872,7 mm durant 1’hivernage 2015. La figure 15 représente les pluviométries journaliéres

enregistrées a Nioro durant 1’hivernage 2014 et I’hivernage 2015.
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Figure 15 : Pluviométries journaliéres enregistrées a Nioro durant I’hivernage 2014 (vert) et
I’hivernage 2015 (bleu)

1.2. Dispositif expérimental
Les essais ont été conduits selon un dispositif en blocs complétement randomisés avec trois

répétitions. Chaque parcelle élémentaire était constituée d’une rangée de huit poquets avec un
espacement entre lignes et entre poquets de 90 cm. Le numérotage des parcelles €lémentaires a
été serpenté afin de faciliter le suivi des mesures. Sur chaque essai, deux lignes de bordure ont

été prévues de part et d’autre du champ pour éviter I’effet de bordure.

1.3. Conduite des essais
Il a été opéré un labour et un ameublissement du sol avant les semis. Puis, un premier sarclage

a été effectué suivi d’un binage et démariage en laissant un seul plant par poquet 15 jours apres
les semis. Ensuite, un deuxiéme sarclage et binage (a cheval) au 25¢éme jour apres le démariage

a été fait. Un apport d’engrais NPK (15-15-15) a hauteur de 150 Kg/ha, a été fait avant
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I’ameublissement. Deux apports d’urée a hauteur de 100 kg/ha, ont été faits apres le démariage
et a la montaison. En dehors de cet itinéraire, il a été procédé au binage (désherbage) a chaque

fois qu’il a été nécessaire pour éradiquer les mauvaises herbes.

1.4. Mesures des paramétres agro-morphologiques
Les douze (12) paramétres suivants ont été observés : I’incidence du mildiou (DM), date de

50% de floraison (FLO), longueur de la feuille paniculaire (LOFP), largeur de la feuille
paniculaire (LAFP), nombre d’entrenceuds (NEN), hauteur de la plante (HTR), nombre de talles
productives (NTP), circonférence de I’épi (CIR), longueur de 1’épi (LEP), poids de 1000 grains
(PMG), le rendement en grains (RDT kg ha) et le rendement en épis (Rdt Epis kg ha). Les
mesures de ces paramétres ont été réalisées suivant les recommandations de I'IPGRI et de

I'TCRISAT, (1993).

2. Evaluation agro-morphologique des variétés tardives

2.1. Matériel végétal et sites d’expérimentation
Le matériel végétal est constitué de 86 accessions de mil Sanio de la collection du Sénégal. Ces

accessions ont été collectées en 2014, a travers le pays. Elles ont ét¢ semées dans deux sites de
I’ISRA : Kolda et Sinthiou Malem, durant les périodes hivernales de 2014 et 2015. Les essais
ont comporté un seul facteur étudié : ces accessions. Le nombre d’accessions (86) étant le

nombre de traitements.

Le site de Sinthiou Malem est situé¢ entre 13°49'01" de latitude Nord et 13°55'03" de longitude
Ouest. Le sol est de type ferrugineux tropical (« Deck »). Le climat est de type soudanien, la
période hivernale y dure environ 4 mois, principalement entre juillet et octobre. La pluviométrie
annuelle moyenne varie entre 581 et 969 mm pour une moyenne de 775 mm (Bodian, 2014).
Sinthiou Malem a enregistré un cumul de 608,5 mm de pluies durant I’hivernage 2014, et 648,5
mm durant I’hivernage 2015. La figure 16 représente les pluviométries journalieres enregistrées

a Sinthiou malem durant I’hivernage 2014 et I’hivernage 2015.
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Pluviométrie Sinthiou malem
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Figure 16 : les pluviométries journaliéres enregistrées a Sinthiou Malem durant 1’hivernage
2014 (bleu) et I’hivernage 2015 (vert)

Le site de Kolda se trouve au Centre de Recherche Zootechnique (CRZ). Il est situé
entre 12°53'02" de latitude Nord et 14°57'05" de longitude Ouest. Le sol est de type ferrugineux
tropical lessivé (« Dior »). Le climat est de type soudano-guinéen, la période hivernale y dure
environ 4 mois, principalement entre juillet et octobre. La pluviométrie annuelle moyenne est
entre 849 et 1369 mm pour une moyenne de 1109 mm (Bodian, 2014). Durant I’hivernage 2014,
Kolda a enregistré un cumul de 788,15 mm de pluies et 1065 mm durant I’hivernage 2015. La

figure 17 représente les pluviométries journalieres enregistrées a Kolda durant I’hivernage 2014

et ’hivernage 2015.
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Figure 17 : les pluviométries journalieres enregistrées a Kolda durant I’hivernage 2014 (bleu)
et ’hivernage 2015 (gris)
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2.2. Dispositif expérimental
Les essais ont été conduits selon un dispositif en blocs complétement randomisés avec trois

répétitions. Chaque parcelle élémentaire était constituée de deux rangées de huit poquets avec
un espacement entre lignes et entre poquets de 90 cm. Le numérotage des parcelles élémentaires
¢était serpenté, pour faciliter le suivi des mesures. Sur chaque essai, deux lignes de bordure

avaient été prévues de part et d’autre du champ pour éviter 1’effet de bordure.

2.3. Conduite des essais
Le sol a ét¢ ameubli et labouré avant les semis de chaque essai. Puis un premier sarclage et

binage et démariage en laissant un seul plant par poquet 15 jours aprés semis a été fait. Ensuite,
un deuxiéme sarclage et binage (2 cheval) au 25¢me jour aprés le démariage. Un apport
d’engrais NPK (15-15-15) a hauteur de 150 Kg/ha, a été fait avant 1’ameublissement. Deux
apports d’urée a hauteur de 100 kg/ha, ont été faits apres le démariage et a la montaison. En
dehors de cet itinéraire, il a été procédé au binage (désherbage) a chaque fois qu’il a été

nécessaire pour éradiquer les mauvaises herbes.

2.4, Parameétres mesurés
Les parametres suivants ont été observés : I’incidence du mildiou (DM), date de 50% de

floraison (FLO), longueur de la feuille paniculaire (LOFP), largeur de la feuille paniculaire
(LAFP), nombre d’entrenceuds (NEN), hauteur de la plante (HTR), nombre de talles
productives (NTP), circonférence de I’épi (CIR), longueur de I’épi (LEP), poids de 1000 grains
(PMG), le rendement engrains (RDT kg ha) et le rendement en épis (Rdt Epis_kg ha). Les
mesure de ces parametres ont €té prises suivant les recommandations de I'IPGRI et de

I'ICRISAT, (1993).

3. Analyse des données
Les analyses des variables quantitatives ont été réalisées suivant deux approches.

(1) Des analyses de variances, ont d’abord été faites : Afin de vérifier 1’effet site et 1’effet

saison, une analyse de variance (ANOVA) a été faite, a I’aide du logiciel XLStat 2014.

Les interactions génotype environnement (GXE) ont aussi été vérifiées, sur la base du model
multiplicatif (AMMI), pour observer au niveau individuel les accessions qui présentent une
certaine stabilité par rapport a différents environnements et/ou conditions pluviométriques

(saisons) et celles qui présentent une « adaptation spécifique » a des environnements donnés.

L’interaction génotype-environnement (GxE) est définit par Romagosa et al. (1993) comme

étant 1'expression génotypique différentielle a travers les environnements.
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Cette analyse a été faite a I’aide du package Agricolae v 1.2-4 (2016) du logiciel R v 3.3.1 (R

Development Core Team, 2008). L’¢équation du model est la suivante :
Y ~ENV + REP + GEN + ENV:GEN

Y étant la variable étudiée, ENV étant le facteur environnement, REP sont les répétitions dans

chaque environnement et GEN les génotypes.

(2) Ensuite, des analyses multivariées ont été faites afin d’étudier la structure et les relations
entre accessions a travers une Analyse en Composantes Principales (ACP) et une Classification
Hiérarchique Ascendante (CHA) par la méthode de Ward, grace a la matrice de dissimilarité
obtenue par les distances euclidiennes des moyennes agro-morphologiques ajustées. Puis, une
analyse factorielle discriminante a été faite pour vérifier la pertinence des possibles subdivisions
en groupes suggérées par la Classification Hiérarchique Ascendante et pour identifier les
caracteres qui discriminent ces groupes. Enfin un test sur tableaux de contingence (khi?) a été
réalisé pour vérifier un possible lien entre les sous-groupes agro-morphologiques et leurs
origines par rapport aux zones agro-écologiques du Sénégal (Fall, 2008). Ces analyses ont été
faites a I’aide du logiciel XLStat 2014 (Addinsoft, 2014) et le logiciel R v 3.3.1 (R Development
Core Team, 2008).
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RESULTATS

1. Diversité agro-morphologique des variétés précoces
Les analyses de variances (Tableau 4) ont détecté I’existence d’un effet environnement sur tous

les caractéres agro-morphologiques sauf pour la largeur de la feuille paniculaire et la
circonférence de 1’épi. Ce qui traduit un certain contraste entre les sites d’évaluation. Il existe
aussi un effet génotypes hautement significatif sur 1’ensemble des caractéres agro-
morphologiques. Ce qui signifie une certaine variabilit¢ des accessions. Cependant, les
interactions génotypes - environnements ne sont observées que sur les variables suivantes : date
de floraison, nombre de talles productives, hauteur de la plante, nombre d’entrenceuds et

rendement en grain et en épi.

Tableau 4 : Analyse de variance des variétés précoces (Souna). * signifie seuil de significativité

a alpha < 0.05, ** alpha <0.01 et *** alpha < 0.001

DF DM FLO NTP HTP NEN LOFP LAFP LEP CIR PMG RDT_Grain RDT_Epis

Site 3 %k %k %k % %k %k %k %k * %k * * %k Ns * %k * Ns % %k % %k
REP Within Site 8 %k %k k % %k %k %k %k %k %k % %k %k %k %k % %k %k %k % %k %k % %k %k % %k % %k
Genotype 304 k% k % %k % k% %k % %k % %k % % %k % %k %k * %k % %k %k % %k %k * %% * %%
Site~Genotype 912 NS *kx *Ex *EK *k NS NS NS NS NS *kx *kx
Mean 15,08 57,09 4,46 23584 7,98 47,41 4,71 53,06 8,44 6,95 1537,51 2557,74
CV(%) 94,29 6,06 29,06 7,73 10,26 15,13 15,61 12,03 10,41 12,67 33,75 30,24

L’analyse de la matrice de corrélation de Pearson de I’Analyse en Composantes Principales
(ACP) (Tableau 5), entre les variables montre globalement, une corrélation positive du
rendement (RDT Grain, RDT Epis) aux parametres de développement végétatif (nombre
d’entrenceuds (NEN), la hauteur de la plante (HTP), longueur et largeur de la feuille paniculaire
(LOFP, LAFP) et aux parametres de développement de 1’épi (longueur de 1’épi (LEP) et de
circonférence de I’épi (CIR)). Cependant, la plupart de ces parametres de développement
végétatif (HTP, NEN, LOFP et CIR), sont eux positivement corrélés a la date de floraison
(FLO). L’incidence du mildiou elle, est négativement corrélé aux paramétres de date de
floraison (FLO), de développement végétatif (HTP, NEN) de développement de 1’épi (LEP,
CIR) et au rendement (RDT_Grain et RDT_Epis).
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Tableau 5 : Matrice de corrélation de Pearson entre les variables, a partir de 1’Analyse en
Composantes Principales (ACP) des accessions précoces (Souna). Les valeurs en gras sont

significatives au seuil de 0,001

Variables DM FLO NTP HTP  NEN  LOFP  LAFP  LEP CIR PMG RDT Grain RDT_Epis
DM 1 -0,3474 0,0680 -0,3919 -0,3340 -0,1394 -0,1544 -0,2826 -0,2541 0,0491 -0,2058  -0,2716
FLO -0,3474 1 -0,3737 0,4324 0,5850 0,3068 0,0709 0,1455 0,4339 -0,3406 -0,0701  0,0987
NPT 0,0680 -0,3737 1  -0,0996 -0,1720 -0,1931 -0,0992 -0,0947 -0,3204 -0,0320 0,2474  0,1746
PH -0,3919 0,4324 -0,0996 1  0,6336 0,4145 0,2506 0,6730 0,2617 0,0044 0,3927  0,4539
NTN -0,3340 0,5850 -0,1720 0,6336 1 03609 0,2658 0,2651 0,4626 -0,1279 02124  0,3353
FLL -0,1394 0,3068 -0,1931 0,4145 0,3609 1  0,4411 0,3371 0,3192 0,0230 0,2692  0,3410
FLW -0,1544 0,0709 -0,0992 0,2506 0,2658 0,4411 1 02976 02762 0,1088 0,4012  0,4032
SL -0,2826 0,1455 -0,0947 0,6730 0,2651 0,3371 0,2976 1  0,0589 0,1307 0,4239  0,4372
ST -0,2541 0,4339 -0,3204 0,2617 0,4626 0,3192 0,2762 0,0589 1 -0,0226 0,2059  0,2943
SW 0,0491 -0,3406 -0,0320 0,0044 -0,1279 0,0230 0,1088 0,1307 -0,0226 1 0,1454  0,0840
GY -0,2058 -0,0701 0,2474 0,3927 0,2124 0,2692 0,012 0,4239 0,2059 0,1454 1 0,8597
vs -0,2716 0,0987 0,1746 0,4539 0,3353 0,3410 0,4032 0,4372 0,2943 0,0840  0,8597 1

L’analyse des interactions GXE par le model multiplicatif (AMMI) pour les accessions précoces
révele tout d’abord des interactions significatives entre génotypes et environnements aussi bien
pour le rendement en grains que pour la date de floraison. En effet Lorsque les interactions sont
significatives, la somme du pourcentage de variances exprimées par les deux premiers axes de
I’ Analyse en composantes principales est supérieure a 50%. Les deux premiers axes des ACP
pour le rendement en grains et pour la date de floraison ont exprimé au total 80.2% et 87.9%,
respectivement. Elle révele aussi que le parametre de rendement des individus est généralement
plus stable par rapport aux différents environnements que le parametre de date de floraison.
Autrement dit, les individus tendent a plus se grouper a l’origine pour le paramétre de
rendement que pour le parameétre de date de floraison. En effet quelques individus (PLS 54 et
N_203-14, principalement) ont graphiquement manifesté une certaine instabilité par rapport
aux quatre environnements pour le parameétre date de floraison. Ce qui n’est pas le cas pour le
rendement en grains. Cette analyse a permis de dresser une liste des accessions précoces par
ordre de stabilité du rendement et de la date de floraison (Annexe 1). En termes de rendements,
I’accession N_68-14 est la plus stable et N 69-14 est la moins stable. En terme date de

floraison, I’accession PLS 158 est la plus stable PLS 87 est la moins stable.
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Figure 18: Représentation graphique de Figure 19: Représentation graphique de
I’ACP du model AMMI des accessions I’ACP du model AMMI des accessions
précoces par rapport au paramétre de précoces par rapport au parametre de
rendement en grains. date de floraison.

La Classification Hiérarchique Ascendante a permis de regrouper les accessions en trois
groupes (Fig. 20). L’analyse factorielle discriminante confirme bien cette subdivision en trois
groupes (Fig. 21). Le test du lambda de Wilks est significatif au seuil de a = 0.05 (P-value <
0.0001). Ces trois groupes des variétés précoces se différentient par rapport au premier axe de
I’analyse factorielle discriminante. Les parametres significativement discriminants sont le
rendement en grains et en épi (RDT Grain et RDT Epis) (o = 0.05, P-value <0.0001 pour les
deux caractéres qui sont tous positivement corrélés au premier axe de I’AFD), la longueur de
1I’épi (LEP) et la circonférence de 1’épi (CIR) (o = 0.05, P-value < 0.0001 et P-value = 0.0001,
respectivement. Ces deux caractéres sont positivement corrélés au premier axes de I’AFD), la
hauteur de la plante (HTR) et le nombre d’entrenceuds (NEN) (a = 0.05, P-value < 0.0001 pour
les deux caracteres qui sont positivement corrélés au premier axe de I’AFD) et I’incidence du
mildiou (DM) (P-value = 0.003, o = 0.05) (qui est négativement corrélé a I’axe 1 de ’AFD).
La représentation des barycentres des trois groupes par rapport aux parametres agro-
morphologiques significativement discriminants (Fig. 22), nous permet d’observer que les
parametres du rendement (RDT_Grain et RDT Epis), de I’incidence du mildiou (DM) et de la
longueur de I’épi sont les plus discriminants. Les individus du groupe 1 sont ceux qui présentent
un plus faible rendement et des épis plus courts. Ils sont plus sensibles au mildiou et sont moins
développés sur le plan végétatif. Les individus du groupe 3 sont moins sensibles au mildiou,
sont plus développés et ont un rendement plus élevé. Les individus du groupe 2 sont

intermédiaires par rapport a tous ces traits.
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Le test de khi* a mis en évidence une absence de relation (P-value = 0.164) entre les sous-

groupes agro-morphologiques des Souna et les zones agro-écologiques du pays (Fall, 2008).
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Figure 22 : Représentation graphiques des barycentres des trois
groupes par rapport aux caractéres agro-morphologiques



2. Diversité agro-morphologique des variétés tardives
Les analyses de variances (ANOVA) des variétés tardives (Tableau 6) ont montré des

différences entre les sites avec un effet environnement trés significatif sur tous les caracteres
agro-morphologiques sauf pour la longueur de 1’épi. Il existe aussi une assez forte variabilité
des accessions tardives sur tous les caractéres. Les interactions entre génotypes et
environnements sont aussi hautement significatives sur tous les caractéres sauf la hauteur de la

plante.

Tableau 6 : Analyse de variance des variétés tardives (Sanio). * signifie seuil de significativité

a alpha < 0.05, ** alpha < 0.01 et *** alpha < 0.001

DF DM FLO NTP HTP NEN LOFP LAFP LEP CIR PMG RDT_Grain RDT_Epis

Site *k % *kk *kk *% *kk *k % *k % NS *k % *k *k % *k %
REP within Site 8 * *% *kk *kk * *% * NS *k % *k *k % *k %
Genotype 73 * *kk *kk *kk *kk *% * *k *k % *% *% *k %
Site~Genotype 219 *** *kk *kk NS *kk *k % *k % *kk *k % *k *k % *k %
Mean 24,17 86,23 9,81 335,63 13,48 52,33 3,89 40,13 1555 6,2 853,57 2248,88
CV(%) 54,84 4,76 20,06 7,22 6,7 9,77 10,67 12,27 11,66 16,76 40,92 30,42

L’analyse de la matrice de corrélation de Pearson des variables, issue de 'ACP révele que la
date de floraison (FLO) est positivement corrélée aux parametres de développement végétatif
de nombre d’entrenceuds (NEN) et de hauteur de la plante (HTP) (qui sont corrélés entre eux)
mais aussi de rendement en épi (RDT_Epis). Tandis que le rendement en grains (RDT_Grain)

est négativement corrélé a la longueur de I’épi (LEP).
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Tableau 7 : Matrice de corrélation de Pearson entre les variables, a partir de 1’Analyse en
Composantes Principales (ACP) des accessions tardives (Sanio). Les valeurs en gras sont

significatives au seuil de 0,001

Variables DM FLO NTP HTP NEN LOFP LAFP LEP CIR PMG RDT_Grain RDT_Epis
DM 1 0,0886 -0,0200 -0,0251 0,1008 -0,0033 0,2345 0,0713 -0,1229 0,1907 -0,0746 -0,1034
FLO 0,0886 1 0,0021 0,5202 0,5539 -0,2313 -0,0652 -0,0855 0,1908 0,0877 0,3215 0,4089
NPT -0,0200 0,0021 1 -0,0508 0,3552 0,1193 -0,2325 -0,1186 -0,1047 -0,0591  0,0696 0,0481
PH -0,0251 0,5202 -0,0508 1 0,4699 -0,1640 -0,2221 0,0637 0,0758 0,1637 0,0886 0,2291
NTN 0,1008 0,5539 0,3552 0,4699 1 -0,0257 -0,0247 -0,1562 0,0655 0,1559 0,2391 0,2025
FLL -0,0033 -0,2313 0,1193 -0,1640 -0,0257 1 0,1991 10,2522 -0,1741 -0,0819 -0,1128 -0,2915
FLW 0,2345 -0,0652 -0,2325 -0,2221 -0,0247 10,1991 1 0,0466 0,2152 0,0213 0,0081 -0,1377
SL 0,0713 -0,0855 -0,1186 0,0637 -0,1562 0,2522 0,0466 1 0,0973 0,3098 -0,4982 -0,1032
ST -0,1229 0,1908 -0,1047 0,0758 10,0655 -0,1741 0,2152 0,0973 1 0,1278 0,0996 0,2416
SwW 0,1907 0,0877 -0,0591 0,1637 0,1559 -0,0819 0,0213 0,3098 0,1278 1 -0,1170 0,1257
GY -0,0746 0,3215 0,0696 0,0886 0,2391 -0,1128 0,0081 -0,4982 0,0996 -0,1170 1 0,4512
YS -0,1034 0,4089 0,0481 10,2291 0,2025 -0,2915 -0,1377 -0,1032 0,2416 0,1257 0,4512 1

L’analyse des interactions GXE par le model multiplicatif (AMMI) pour les accessions tardives
a mis en évidence des interactions significatives entre génotypes et environnements aussi bien
pour le rendement en grains que pour la date de floraison (Somme des pourcentages de
variances des deux premiers axes ¢gale a 87.6% et 86.5%, respectivement). Le paramétre de
rendement est moins sensible aux environnements que le parametre de date de floraison. Une
liste classant les accessions tardives de la plus stable a la moins stable par rapport aux différents
environnements pour les deux paramétres, a ¢été établie. En termes de rendements,
I’accession N_155-14 est la plus stable et N 96-14 est la moins stable. En termes date de

floraison, I’accession N_152-14 est la plus stable N 214-14 est la moins stable.
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Figure 23: Représentation graphique de
I’ACP du model AMMI des accessions

Figure 24: Représentation graphique de
I’ACP du model AMMI des accessions

tardives par rapport au paramétre de tardives par rapport au parameétre de

rendement en grains. date de floraison

L’analyse de la Classification Hiérarchique Ascendante a permis de regrouper les accessions
en trois groupes (Fig. 25) qui ont aussi été confirmés par I’analyse factorielle discriminante
(Fig. 26) avec un test du lambda de Wilks significatif au seuil de a = 0,05 (P-value < 0,0001).
La différentiation de ces trois groupes des variétés tardives se fait par rapport au premier axe
de I’analyse factorielle discriminante. Les caractéres agro-morphologiques significativement
discriminants sont le rendement en épi (RDT Epis) (P-value < 0,001, a = 0,05) (qui est
positivement corrélé a 1’axel de I’AFD), la date de floraison (P-value = 0,01, a = 0,05)
(positivement corrélé au premier axe de I’AFD) et la longueur de la feuille paniculaire (P-value
=0,005, a=0,05) (qui est négativement corrélé a I’axel de I’AFD). La représentation graphique
des barycentres des trois groupes par rapport aux caracteres agro-morphologiques
significativement discriminants (Fig. 27), a montré que le rendement en panicule est le
parametre le plus discriminant. Les individus du groupe 1 des variétés tardives sont en moyenne
ceux qui fleurissent le plus tot chez les Sanio mais ont un rendement plus faible et une feuille
paniculaire plus longue. Les individus du groupe 3 sont par contre ceux qui fleurissent le plus
tard chez les Sanio, ont un rendement plus élevé et une feuille paniculaire plus courte. Les
individus du groupe 2 sont eux intermédiaires par rapport a ces trois discriminants caracteres
agro-morphologiques. Le test de khi*> a mis en évidence une absence de relation (P-value =
0.072) entre les sous-groupes agro-morphologiques des Sanio et les zones agro-écologiques du

pays (Fall, 2008).
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Figure 25 : Analyse de Classification Hiérarchique Ascendante des Sanio de la collection
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Figure 26 : Représentation graphique de I’ Analyse Factorielle discriminante des accessions
tardives (Axis 1 = 98,49%, Axis 2= 1,51%)

Figure 27 : Représentation graphiques des barycentres des trois groupes par rapport aux caractéres
agro-morphologiques
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DISCUSSION

L’analyse de la diversité agro-morphologique des mils du Sénégal a révélé une grande
variabilité des mils cultivés du Sénégal. Ce qui est en accord avec les observations faites sur le
plan génétique. La subdivision en clusters dans les différentes formes de mil dans cette étude
est assez proches des observations agro-morphologiques réalisées en Code d’ivoire (Akanvou
et al., 2012), au Benin (Dagba et al., 2015) et au Sénégal (Sy et al., 2015), avec dans chaque
¢tude une subdivision en trois clusters. La subdivision en clusters se faisant suivant des
caracteres agro-morphologiques mais aussi suivant les origines agro-écologiques. Les clusters
obtenus dans notre étude se discriminent bien suivant des caractéres agro-morphologiques mais
la vérification de relations entre les groupes obtenus et leur répartition suivant les zones agro-
¢cologiques du Sénégal n’indique pas de relation chez les Souna et faible corrélation chez les

Sanio.

Cette étude a aussi révélé que la plupart des caractéres qui interviennent dans la différentiation
des variétés tardives, interviennent aussi dans la différentiation des variétés précoces. Ces
caracteres sont le rendement en épi et la longueur de la feuille paniculaire. Cependant il existe
des différences que sont la date de floraison qui intervient uniquement dans la différentiation
des variétés tardives et non chez les variétés précoces et d’autres parameétres que sont le
rendement en grains, I’incidence du mildiou, la hauteur de la plante, le nombre d’entrenceuds,
la largeur de la feuille paniculaire, la longueur et la circonférence de 1’épi, qui discriminent

uniquement les accessions précoces.

La subdivision des accessions précoces en trois groupes est en accord avec 1’¢tude de Sy et al.
(2015) ou, trois sous-groupes ont été trouvés. Parmi les caractéres qui permettent la
différentiation des accessions précoces dans notre étude, quatre (4) ont été cités comme
caracteres discriminants dans I’étude de Sy et al. (2015), que sont le rendement en €pi et en
grains, la longueur de ’épi et la hauteur de la plante. Cependant dans notre étude, I’incidence
du mildiou intervient dans la différentiation des accessions précoces. Ce qui n’est pas le cas
dans 1’¢étude de Sy et al. (2015) qui en plus ont cité la date de floraison comme un caractére
discriminant. Dans notre étude, la date de floraison n’est pas impliquée dans la différentiation
des accessions précoces mais elle intervient dans celle des accessions tardives. Or 1’étude de Sy
et al. (2015) incluait 9 accessions tardives. Ceci pourrait certainement expliqué la différence
observée entre notre étude et celle de Sy et al. (2015), compte tenu de la date de floraison. Sy
et al. (2015) ont aussi cité deux autres caracteres (nombre de talles productives et la biomasse)

qui ne font pas parties des caracteres agro-morphologiques que nous avons utilisés dans notre
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¢tude. Mis a part quelques différences observées entre notre étude et celle de Sy et al. (2015),
que sont les deux parameétres (sensibilité au mildiou et la date de floraison) non partagés dont
I’un intervient dans la différentiation en groupes dans notre étude et non dans celle de Sy et al.
(2015) et I’autre inversement. Il y a beaucoup de similarités entre les deux études, a savoir la
subdivision en trois groupes et les caractéres agro-morphologiques partagés, qui interviennent
dans la différentiation de ces groupes. Cependant, il est tout a fait normal de noter des
différences entre les deux études du fait que la résolution des deux études n’est pas la méme.
L’¢tude de Sy et al. (2015) s’est focalisée sur une part des accessions qui ont fait I’objet de
notre étude. En plus de cela, ce ne sont pas les mémes caractéres agro-morphologiques qui ont
¢été utilisés dans les deux études. Sans compter le faite que 1’étude de Sy et al. (2015) incluait 9

accessions tardives.

Dans notre étude, le caractére de date de floraison ne s’est pas particulierement différentié. I1
s’est différenti¢ uniquement au niveau des accessions tardives. Car ce parameétre est le caractére
principal du cycle de développement. Or dans notre étude, les accessions a cycle précoce et
celles a cycle tardif ont été évaluées séparément. L’ objectif était d’évaluer les Souna et les Sanio
dans leurs différentes zones de production. Les variétés précoces de mil au Sénégal sont
principalement produites entre le nord et le centre sud du pays, tandis que les variétés tardives
sont essentiellement produites du sud au centre sud. Cependant, il est évidant que le parametre
de date de floraison se serait significativement différentié, si les différentes variétés avaient été

évaluées ensembles.

L’étroitesse géographique du Sénégal n’a pas empéché d’observer une grande variabilité¢ des
variétés précoces et tardives du mil, méme lorsqu’elles sont évaluées séparément. Ce qui
témoigne de la grande diversité du mil au Sénégal et confirme ainsi les mémes observations
déja faites sur le plan génétique. Ce qui est tout a fait compréhensible étant donné que le Sénégal
serait proche de I’origine géographique de domestication du mil cultivé (Dussert et al., 2015a).
Cette diversité doit étre exploitée en réponse aux besoins des agriculteurs a travers les
programmes de sélection et d’amélioration variétales (Pucher et al., 2015). Ce qui justifie
I’importance de la valoriser apres une bonne connaissance de celle-ci en la mettant a disposition

et en facilitant son utilisation par la mise en place de collections de références.

L’analyse des interactions GXE et de la stabilit¢ du rendement et du paramétre de date de
floraison par rapport aux différents environnements testés, a révélé que le paramétre de
rendement est moins sensible aux variations d’environnements que la date de floraison aussi
bien chez les accessions précoces que tardives. Certainement a cause du fait que, cette variation
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de la date de floraison, en fonction des environnements (un cas de plasticité phénotypique),
pourrait avoir pour finalité d’accroitre la stabilité¢ du rendement de la plante (Haussmann et al.,
2007). En effet, si I’on considére un cas de figure ou la plante fleurit plus tot que d’habitude,
du fait d’un changement d’un facteur quelconque (durée d’ensoleillement journalier par
exemple) c’est juste pour pouvoir boucler son cycle a temps et donc produire ses graines. Dans
ce supposé cas de figure, la plante adapte ainsi sa date de floraison (qui change) pour maintenir

sa productivité.

Concernant ce paramétre de date de floraison, on note des accessions qui présentent
particulierement plus de sensibilité par rapport aux différents environnements, que d’autres.
C’est-a-dire que la date de floraison de ces accessions varie plus fortement, en fonction de
I’environnement, que les autres accessions. Cela pourrait étre expliqué par le fait que ces
accessions soient probablement sensibles a la photopériode. D’autant plus que cette instabilité
est d’avantage notée chez les accessions tardives (Sanio) qui tendent généralement a étre plus

sensibles a la photopériode que les accessions précoces (Souna) (Haussmann et al., 2007)

Cette analyse AMMI a permis de dresser une liste permettant de classer les accessions de la
plus stable a celle la moins stable par rapport aux différents environnements. Ce qui peut
s’avérer treés utile en termes de support pour la sélection d’individus stables «a large
adaptation ». D’ailleurs, la stabilit¢ est I’un des indices les plus précieux dans le cadre de
programmes de sélection variétale (Sabaghnia et al., 2008). En effet, les accessions présentant
une grande stabilité pourraient mieux convenir dans des environnements ou les conditions
climatiques sont incertaines, comme présentant par exemple, de fortes variations interannuelles
de la pluviométrie. D’ailleurs cette variabilité interannuelle du climat est caractéristique méme

de la zone Sahélienne.
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CONCLUSION

Cette étude a statué sur la diversité agro-morphologique des mil du Sénégal. Elle a permis de
constater une grande diversité agro-morphologique des mils cultivés du Sénégal et une structure
en trois sous-groupes agro-morphologiques des variétés précoces et trois sous-groupes aussi
des variétés tardives. Elle a permis d’identifier 9 caractéres agro-morphologiques qui
permettent la subdivision des accessions précoces et trois caractéres qui discriminent les
accessions tardives. Elle a permis d’évaluer les performances des différents sous-groupes des
accessions précoces et tardives par rapport aux caractéres agro-morphologiques discriminants.
Elle a aussi permis de différentier les accessions a large adaptation du reste des accessions, par
rapport aux différents environnements testés, en dressant une liste des accessions classées par

ordre de stabilité par rapport aux différents environnements, pour chaque type variétal.

Cette étude a donc permis de mieux connaitre le matériel génétique des mils cultivés du
Sénégal. Elle fournit des informations intéressantes sur ce matériel. Informations qui
lorsqu’elles sont combinées aux résultats des données génétiques du chapitre précédant,
constituent un support d’une grande valeur en vue d’une bonne gestion et valorisation de ce
matériel. Support qui pourrait par exemple servir a assister les programmes de sélection

variétale dans le cadre d’une valorisation des ressources de mil du Sénégal.

Cependant la grande taille de cette collection pourrait constituer un facteur pouvant compliquer
cette valorisation. Il serait donc intéressant de développer une collection de référence qui
renfermerait un plus faible nombre d’accessions mais qui serait représentative de cette

collection nationale.

68



Chapitre III : Constitution d’une core
collection de mil du Séné¢gal

diversite
strategie

Yol réference_
r

mil individus

essou rcesm
coHecnon

r

adAjouab
eueﬁ

biy

conservatlon =

O
heurlsthue =
QeStlon céréales



INTRODUCTION

La valorisation est le but ultime de toute activité de gestion et conservation des ressources
génétiques. En effet, il y a une succession d’étapes dans la gestion des ressources
phytogénétiques, qui va de la collecte a la valorisation, en passant par 1’évaluation de ces
ressources. Cependant, I’un des facteurs limitants dans ce continuum de gestion des ressources
(collection-évaluation-valorisation) est la taille des collections. En effet il existe un déphasage
entre le but des gestionnaires des ressources et celui de certains acteurs de leur valorisation ou
leurs utilisateurs potentiels, comme par exemple les sélectionneurs. Ces derniers ont besoin
d’un acces facile a un nombre réduit d’accessions réunissant les caracteres d’intérét pour leurs
programmes de sélection. Tandis que le responsable de collection a pour mission de conserver

le maximum de variabilité¢ possible de ces ressources.

C’est I’'une des raisons pour lesquelles Frankel et Brown, en 1984 ont proposé 1’élaboration de
core collections qui regroupent le plus faibles nombres possibles d’accessions, non redondantes,

et qui soient assez représentatives de la diversité génétique de toute la collection d’origine.

Ainsi donc, plusieurs stratégies d’échantillonnages d’accessions dans les collections pour la
constitution de core collections, ont été proposées. Brown (1989a) a d’abord proposé
I’échantillonnage randomisé (R-strategy), basé sur le model d’all¢les neutres (Kimura and Crow
1964) qui a montré qu’un choix au hasard de 10% d’accessions d’une collection, peut exprimer
jusqu’a 80% de sa diversité, plus ou moins 5%. Puis d’autres stratégies ont suivi au fil des
années. Brown, durant la méme année a proposé une maniere plus élaborée d’échantillonner au
sein des collections pour constituer les core collections. Il s’agit de la S-Strategy (Brown 1989b)
qui est une procédure de stratification (groupage) arbitraire suivant des données agro-
morphologiques, ou des données d’origines géographiques, ou autres, avant 1’échantillonnage
de la core collection. Autrement dit, il s’agit d’aller échantillonner dans la structure des
collections pour constituer les core collections. Il y a eu plusieurs familles de S-Strategy qui se
différentient par la manicre de I’échantillonnage apres stratification, qui ont été proposées. On
peut citer par exemple, 1’échantillonnage randomisé, proportion du nombre d’accessions par
groupe (P-Strategy), 1’échantillonnage randomisé d’un nombre constant d’accessions dans
chaque groupe (C-Strategy), I’échantillonnage fonction du logarithme du nombre d’individus
par groupe (L-Strategy) et 1’échantillonnage sur la base d’un scoring en composantes

principales (PCS-Strategy) (Noirot et al., 1996).
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Jusqu’en 1993, les stratégies d’échantillonnages étaient principalement basées sur le nombre
d’individus par groupe dans la collection. A partir de 1993, un nouveau concept qui prend en
compte essentiellement la diversité a ét¢ développé. A savoir, I’échantillonnage en fonction de
la diversité de Nei (H-Strategy) et 1’échantillonnage de combinaison d’accessions permettant
de maximiser le nombre d’all¢les observés au niveau des marqueurs tout en gardant le plus

faible nombre d’individus possibles (M-Strategy) proposés par Schoen et Brown, (1993).

Diverses études sur I’efficacité de ces différentes méthodes d’échantillonnages ont été menées.
La quasi-totalité de ces ¢tudes a montré que la stratégie de maximisation (M-Strategy) est la
plus puissante pour sélectionner des accessions qui gardent le plus de diversité et le moins de
redondance (Bataillon et al., 1996 ; Hamon et al., 1994; Kim et al., 2007 ; Schoen and Brown,
1993).

Cette méthode (M-Strategy) a été programmée dans des algorithmes implémentés dans des
logiciels comme MStrat (Gouesnard et al., 2001) pour I’établissement de core collection.
Cependant son application sur des collections posait parfois un probléme de reproductibilité,
jusqu’a plus récemment. En effet lors qu’on applique la M-Stratrgy sur une collection donnée
a un temps To, on tombe sur un résultat Ro. A un temps T, si on applique cette M-Stratrgy sur

cette méme collection, on tombe sur un résultat R; qui peut étre différent de Ro.

En 2007, Kim et al. (2007) ont proposé un algorithme utilisant la stratégie de maximisation (M-
Strategy) avancée, avec comme nouveauté une recherche heuristique lors du choix des
accessions de la core collection. Cet algorithme testé par (Kim et al. 2007) a été plus performant
que celui de la stratégie de maximisation simple, car permettant une meilleure représentativité
de la core collection et générant une liste d’accessions reproductible pour un méme jeu de
données. De sorte que si on applique 1’approche heuristique sur une collection donnée a un
temps To, on tombe sur un résultat R. A un temps Ti, T2 ou T3 si on applique cette approche
heuristique sur cette méme collection, on tombe toujours sur le méme résultat R. Durant ces
derniéres années, cet algorithme a été utilisé pour 1’¢laboration de core collections de plusieurs
spéculations dont le haricot (Moe et al. 2012), le bl¢ (Dutta et al. 2015), le riz (Tiwari et al.
2015), I’¢éleusine (Chandrashekhar et al. 2012), le sésame (Frary et al., 2015) et le millet des
oiseaux (Gowda et al. 2013).

Le deuxiéme chapitre de cette thése a fait état de 1’évaluation de la collection de mil du Sénégal
avec la mise en évidence de deux pools génétiques et une subdivision en trois sous-groupes

agro-morphologiques de chaque pool.
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Objectif
L’objectif global de ce chapitre est de faciliter la valorisation des ressources génétiques de mil,

avec comme objectif spécifique :

- d’¢établir une core collection de mil nationale, en utilisant la stratégie de maximisation

avancée proposée par Kim et al. (2007) ;

-d’évaluer la représentativité de cette core collection par rapport a la collection nationale

de mil.
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MATERIEL ET METHODES

1. Constitution de la core collection de mil du Sénégal
Matériel végétal

Le matériel végétal a été constitué de 305 accessions dans le pool des mils précoces (Souna) et
74 accessions dans le pool des mils tardifs (Sanio). Ces accessions ont été échantillonnées a

travers tout le pays (Fig.1) entre 1993 et 2014.
Méthodes

La core collection de mil du Sénégal a été construite a I’aide des données génétiques
microsatellites (12 marqueurs moléculaires) et des données agro-morphologiques (12 caractéres
agro-morphologiques). Les procédures de laboratoire et de terrain qui ont permis d’obtenir ces
données ont été décrites dans le chapitre précédant. Afin d’éviter tout biais dans les analyses,
tous les échantillons présentant plus de 5% de données manquantes ont été enlevés. Une
stratégie d’échantillonnage de maximisation (M-Strategy), avancée (Kim et al., 2007), a été
appliquée sur les différents pools génétiques de mil de la collection, a 1’aide du logiciel

PowerCore 1.0 (Kim et al., 2007).

Dans chaque pool génétique, Il a d’abord été défini, trois « pré-core collections ». Une « pré-
core collection » en se basant sur les données génétiques uniquement, puis une autre en se
basant sur les données agro-morphologiques seules et enfin, une derniere, en se basant sur les
données génétiques et agro-morphologiques combinées. Puis une comparaison a été faite dans
le but de sélectionner la « pré-core collection » qui permet une meilleure représentativité de la

collection d’origine.

2. Evaluation de la représentativité

2.1. Représentativité des « pré-core collections »
Afin de pouvoir choisir la meilleure « pré-core collection » dans chaque pool génétique, nous

avons procédé a une évaluation de la représentativité de chaque « pré-core collection » définie.

Pour évaluer la représentativité des core collections définies, par rapport a la collection
d’origine sur le plan génétique, la vérification du captage de la totalité des alleles de la collection
de départ a été faite, puis une vérification de la significativité statistique des différences de
I’indice de diversité génétique de Nei pour chaque « pré-core collection » par rapport a celle de
la collection d’origine a été faite grace a un test de Student. Enfin, une matérialisation de la

couverture de I’échantillonnage de chaque « pré-core collection » par rapport a la collection
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d’origine a été faite grace a une analyse en coordonnées principales, a I’aide du logiciel Genalex

6.5 (Peakall and Smouse, 2012).

L’¢évaluation de la représentativité sur le plan agro-morphologique a été faite par le calcul du
pourcentage de différence des moyennes (%MD) et du taux de coincidence (%CR), suivant les

formules ci-aprés :

M
%MD = (7) x 100

1 - RCC(i)
%CR = —Z "0« 100

n ec
=@

M; : Le nombre de caractéres agro-morphologiques de la core collection, présentant une
moyenne significativement différente au seuil de 5%, de celle de la collection d’origine. La

significativité est établie a ’aide d’un test t de Student.
n : Le nombre de caracteres agro-morphologiques.
Rccg) - L’amplitude de la core collection par rapport aux caractere agro-morphologique i.

Reeg - L’amplitude de la collection de départ par rapport aux caractére agro-morphologique i.

En effet, du point de vu des caracteres quantitatifs, Hu et al. (2000) ont proposé des criteres
d’évaluation qui considerent qu’une core collection est représentative de la collection d’origine
lorsque moins de 20% de ces caracteres quantitatifs présentent des moyennes significativement
différentes au seuil de 0,05 (%MD), entre la core collection et la collection d’origine et que le
taux de coincidence (%CR) retenu pour la core collection est supérieur a 80%. Nous avons aussi
calculé le pourcentage de CV (%) pour chaque caractére agro-morphologique dans chaque
« pré-core collection » définie, en comparaison a celui dans la collection d’origine, pour voir si

les dispersions des valeurs de chaque caractere autour des moyennes sont biens reproduites.
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2.2. Représentativité de la core collection
Apres avoir évalué la représentativité de chaque « pré-core collection » définie, celle qui

présente une meilleure représentativité a été choisie dans chaque pool génétique. Les deux
« pré-core collections » choisies au niveau des deux pools génétiques ont été jointes pour

constituer la core collection nationale de mil du Sénégal.

Par la suite, il a été vérifi¢ la reconstitution des différents pools génétiques de la collection
nationale dans cette core collection par analyse bayésienne a 1’aide du logiciel STRUCTURE
2.3.3 (Pritchard et al., 2000), suivant le mod¢ele d’admixture (Falush et al., 2003) pour un
nombre de groupes simulés allant de 1 a 5. Avec une période de burns de 100 000 et 10 runs de
200 000 itérations de tirages et remises par la méthode Chaines de Markov Monte Carlo
(MCMC) pour chaque valeur de K. Les valeurs du nombre de clusters (K) ont été évaluées
selon la méthode d’Evanno et al. (Evanno et al., 2005) par le critere (AK) et le logarithme de
vraisemblance (Ln P(D|K)).

Ensuite, pour vérifier la couverture des différents sous-groupes agro-morphologiques, il a été
procédé a une projection de ces différents sous-groupes obtenus grace a I’analyse factorielle
discriminante tout en identifiant dans le plan factoriel les différentes accessions de la core
collection. Cette projection a été réalisée a 1’aide du Package ade4 (Thioulouse et al., 1997)

avec le logiciel R (R Development Core Team, 2008).

Enfin, il a été vérifié la représentativité géographique de la core collection grace a une
projection sur la carte administrative du Sénégal en comparaison a la carte de la collection
nationale de mil. Cette projection a été faite a 1’aide du logiciel Quantum GIS v 2.10.1 (QGIS
Development Team, 2012).
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RESULTATS

La stratégie d’échantillonnage de maximisation, appliquée aux accessions précoces d’une part
et aux accessions tardives d’autre part sur la base des données agro-morphologiques, des
données génétiques et la combinaison des données agro-morphologiques et génétiques a abouti
a I’obtention de « pré-core collection » dans chaque pool génétique. Ces « pré-core collection »
ont servi de base de sélection de la core collection de mil du Sénégal, en fonction de leurs

représentativités.

1. « Pré-core collection » du pool génétique des variétés

précoces (Souna)
La «pré-core collection» Souna définie a 1’aide des données génétiques et agro-

morphologiques combinées est constituée de 60 accessions soit 19.67% de la collection de
départ. L’analyse de la représentativité de cette « pré-core collection » par rapport a la
collection de départ montre que la « pré-core collection » a reproduit 100% de la richesse
allélique de la collection de départ. L’indice de diversité de Nei de la pré-core collection est de
0,62 contre 0,56 pour la collection de départ. Le test (test de Student) de comparaison des
indices de diversité a révélé qu’il n’y avait pas de différence significative entre la collection de
base et cette «pré-core collection » (p-value= 0,398). Ce qui témoigne de sa bonne
représentativité sur le plan génétique. Cette représentativité est matérialisée par 1’analyse en
coordonnées principales des données génétiques qui montre un échantillonnage qui couvre tres
bien la collection d’origine (Fig.28-a). La méme observation est faite, compte tenu des
parametres agro-morphologiques, ou la valeur de pourcentage de différence des moyennes
(%MD) est égale a 1,66% et celle du taux de coincidence (%CR) est égale a 96,74%. Ce qui
veut dire que dans cette « pré-core collection », il y a aussi une bonne représentativité des

parametres agro-morphologiques de la collection d’origine.

La « pré-core collection » Souna définie a 1’aide des données génétiques seules est constituée
de 45 accessions soit 14,75% de la collection d’origine. L’analyse de la représentativité de cette
« pré-core collection » par rapport a la collection de départ montre qu’elle a reproduit 100% de
la richesse allélique de la collection de départ. L’indice de diversité (Hex), de la « pré-core
collection » est de 0,63 contre 0,56 pour la collection de départ. Le test de comparaison des
indices de diversité a révélé qu’il n’y avait pas de différence significative entre la collection de
base et cette « pré-core collection » (p-value= 0,282). Il y a donc une bonne représentativité de
cette « pré-core collection » sur le plan génétique. L’analyse en coordonnées principales des

données génétiques montre un échantillonnage qui couvre assez-bien la collection d’origine
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(Fig. 28-b) mais pas autant que la « pré-core collection » définie a I’aide des données génétiques
et agro-morphologiques combinées. Le pourcentage de différences des moyennes et le taux de
coincidence (% MD = 0%, % CR = 67,14%) indiquent une non représentativité des caractéres

agro-morphologiques.

La « pré-core collection » Souna définie a 1’aide des données agro-morphologiques seules, est
constituée de 25 accessions soit 8,19% de la collection de base. L’analyse de la représentativité
de cette « pré-core collection » par rapport a la collection de départ montre qu’elle a reproduit
67,81% de la richesse allélique de la collection de départ. Ce qui n’est pas assez-représentatif
comparée aux autres « pré-core collection ». L’indice de diversité (Hgx), de cette « pré-core
collection » est de 0,56 contre 0,56 pour la collection de départ. Le test de comparaison des
indices de diversité a montré qu’il n’y avait pas de différence significative (p-value= 0,775).
L’analyse en coordonnées principales des données génétiques montre un échantillonnage qui
ne couvre pas assez la collection d’origine (Fig. 28-c). Cependant, nous notons une bonne
représentativité des caractéres agro-morphologique (%MD=3,2%, %VR=96,08%). Cette
« pré-core collection » permet une bonne représentativité agro-morphologique de la collection

d’origine, mais elle n’est pas représentative de sa diversité génétique.

Comparaison faite des trois « pré-core collections », nous pouvons facilement observer que la
« pré-core collection » définie a partir des données agro-morphologiques et génétiques
combinées est la meilleure. Elle permet une représentativité a la fois des parametres génétiques

et agro-morphologiques.
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Figure 28 : Analyse en coordonnées principales de la « pré-core collection » définie sur la base
de données génétiques et morphologiques combinées (a), sur la base de données génétiques

seules (b) et sur la base de données morphologiques seules (c), en comparaison au pool

génétique des Souna (Axe 1 =25.08%, Axe 2 =17.89%).
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Tableau 8: Valeurs de nombre d’alléles (Na), d’hétérozygotie attendue (Hex) et observée (Ho) des accessions précoces (Souna) et des pré-core collections du pool génétique des Souna

Toutes les accessions précoces Pré-core collection Morpho Pré-core collection Génétique Pré-core collection Génétique & Morpho

Marqueurs Na Ho Hgx Na Ho Hgx Na Ho Hgx Na Ho Hex
Psmp 2202 2 0,528 0,499 2 0,400 0,499 2 0,644 0,496 2 0,550 0,499
Psmp 2206 9 0,741 0,772 8 0,720 0,783 9 0,644 0,809 9 0,633 0,801
Psmp 2214 10 0,515 0,677 5 0,480 0,650 10 0,556 0,740 10 0,567 0,735
Psmp 2219 11 0,557 0,550 7 0,560 0,531 11 0,578 0,603 11 0,633 0,627
Psmp 2220 13 0,826 0,861 10 0,800 0,858 13 0,750 0,863 13 0,814 0,874
Psmp 2227 5 0,574 0,636 4 0,625 0,593 5 0,568 0,689 5 0,627 0,657
Psmp 2237 8 0,293 0,373 4 0,261 0,367 8 0,350 0,563 8 0,309 0,498
Psmp 2247 4 0,459 0,459 4 0,560 0,544 4 0,511 0,487 4 0,467 0,474
Psmp 2249 3 0,132 0,406 3 0,080 0,386 3 0,067 0,466 3 0,117 0,496

IRDI2 12 0,283 0,669 7 0,333 0,749 12 0,308 0,790 12 0,300 0,779

IRD25 10 0,328 0,358 5 0,160 0,187 10 0,422 0,537 10 0,333 0,436

IRD46 5 0,531 0,533 4 0,720 0,593 5 0,511 0,510 5 0,617 0,553

Tableau 9 : Statistiques de moyenne, d’écart type (E) de coefficients de variation (CV) des caractéres agro-morphologiques des accessions précoces (Souna) et des pré-core collections du pool
génétique des Souna

Toutes les accessions précoces « Pré-core collection » Génétique & Morpho « Pré-core collection » Génétique « Pré-core collection » Morpho

Caractéres Min - Max Moyenne E CV Min - Max Moyenne E CV Min - Max Moyenne E CV Min - Max Moyenne E CV
DM 2,08-42,67 15,08 5,53 0,37 2,08-42,67 15 7,39 0,49 5,51-27,48 15,1 5,73 0,38 2,08-42,67 14,97 8,53 0,57
FLO 52,83-65,92 57,09 2,23 0,04 52,83-65,92 57,77 2,93 0,05 52,83-61,75 56,92 2,37 0,04 53,92-65,92 58,8 3,18 0,05
NTP 2,59-6,42 4,46 0,5 0,11 2,59-6,42 4,51 0,64 0,14 3,41-5,59 4,56 0,47 0,1 2,59-6,42 4,29 0,8 0,19
HTP 193,24-270,47 235,84 10,83 0,05 193,24-267,64 234,41 14,99 0,06 214,47-267,64 234,14 10,37 0,04 193,24-265,08 233,68 19,33 0,08
NEN 7,11-9,06 7,98 0,35 0,04 7,22-9,06 8,04 0,44 0,05 7,22-8,87 7,97 0,38 0,05 7,27-8,91 8,1 0,5 0,06
LOFP 40,09-57,74 47,41 2,57 0,05 40,09-57,74 47,57 3,27 0,07 40,09-54,08 47,11 2,96 0,06 41,8-57,74 47,81 3,68 0,08
LAFP 3,82-5,59 4,71 0,26 0,06 4-542 4,68 0,32 0,07 4-5,42 4,72 0,29 0,06 4,01-5,59 4,7 0,41 0,09
LEP 34,91-70,9 53,06 4,59 0,09 34,91-70,9 51,73 5,77 0,11 41,93-61,15 52,11 4,02 0,08 34,91-70,9 50,81 7,72 0,15
CIR 6,61-10,64 8,44 0,44 0,05 6,61-10,64 8,45 0,65 0,08 7,74-9,26 8,41 0,39 0,05 6,61-10,64 8,62 0,89 0,1

PMG 5,63-8,34 6,95 0,37 0,05 5,78-8,34 6,92 0,42 0,06 5,78-7,8 6,94 0,37 0,05 5,79-8,34 6,94 0,55 0,08
RDT_G 440,72-2195,73 1537,51 2274 0,15 440,72-2161,27 1427,39 300,2 0,21 815,09-2161,27 1502,72 229,91 0,15 440,72-2016,33 1414,28 416,5 0,29
RDT_E 1174,56-3499,66 2557,74 319,79 0,13 1174,56-3499,66 2453,56 430,69 0,18 1850,58-3499,66 2534,13 336,78 0,13 1174,56-3302,48 2417,42 571,28 0,24
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2. « Pré-core collection » du pool génétique des variétés

tardives (Sanio)
La «pré-core collection » Sanio définie a 1’aide des données génétiques et agro-

morphologiques combinées est constituée de 31 accessions soit 40,25% du pool génétique de
départ. L’analyse de la représentativité de cette « pré-core collection » par rapport a la
collection de départ montre que la « pré-core collection » a reproduit 100% de la richesse
allélique de la collection de départ. L’indice de diversité de Nei, de la « pré-core collection »
est de 0,54 contre 0,50 pour la collection de départ. Le test (test de Student) de comparaison
des indices de diversité a révélé qu’il n’y avait pas de différence significative entre la collection
de base et cette « pré-core collection » (p-value= 0,774). Ce qui témoigne de sa bonne
représentativité sur le plan génétique. De méme I’analyse en coordonnées principales des
données génétiques montre un échantillonnage qui couvre bien la collection d’origine (Fig. 29-
a). Nous observons aussi une bonne représentativité des caracteéres agro-morphologiques de
cette «pré-core collection » par rapport a la collection d’origine (%MD= 1,28%,

%CR= 93,77%).

La « pré-core collection » Sanio définie a 1’aide des données génétiques seules est constituée
de 27 accessions soit 36,48% de la collection d’origine. Cette « pré-core collection » a reproduit
100% de la richesse allélique de la collection de départ. L’indice de diversité (Hex), de la « pré-
core collection » est de 0,53 contre 0,50 pour la collection de départ. Le test de comparaison
des indices de diversité a révélé qu’il n’y avait pas de différence significative entre la collection
de base et cette « pré-core collection » (p-value= 0,747). Il y a donc une bonne représentativité
de cette « pré-core collection » sur le plan génétique. L’analyse en coordonnées principales des
données génétiques montre un €chantillonnage qui couvre assez-bien la collection d’origine
(Fig. 29-b). Cependant, la « pré-core collection » définie a I’aide des données génétiques et
agro-morphologiques combinées offre une meilleure couverture. Le pourcentage de différence
des moyennes (% MD = 0%) et le taux de coincidence (%CR = 87,63%) indiquent une

représentativité acceptable des caractéres agro-morphologiques.

La « pré-core collection » Sanio définie a I’aide des données agro-morphologiques seules, est
constituée de 17 accessions soit 22,97% de la collection de base. L’analyse de la représentativité
de cette « pré-core collection » par rapport a la collection de départ montre qu’elle a reproduit
77,61% de la richesse allélique de la collection de départ. Ce qui n’est pas assez-représentatif
comparée aux autres « pré-core collections ». L’indice de diversité, de cette core collection est

de 0,49 contre 0,50 pour la collection de départ. Le test de comparaison des indices de diversité
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a montré qu’il n’y avait pas de différence significative (p-value= 0,954). L’analyse en
coordonnées principales des données génétiques montre un échantillonnage qui ne couvre pas
assez la collection d’origine (Fig. 29-c). Cependant, nous notons une bonne représentativité des
caracteres agro-morphologiques (%MD= 1,88%, %CR= 90,76%). Nous notons donc dans cette
« pré-core collection », une bonne représentativité des parametres agro-morphologiques de la

collection d’origine, mais pas assez de représentative de sa diversité génétique.

En comparaison des trois « pré-core collections », il ressort que la « pré-core collection »
définie a partir des caracteéres agro-morphologiques et données génétiques combinés est la
meilleure et permet une bonne représentativité des parameétres génétiques et agro-

morphologiques.
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Figure 29 : Analyse en coordonnées principales de la « pré-core collection » définie sur la base
de données génétiques et morphologiques combinées (a), sur la base de données génétiques

seules (b) et sur la base de données morphologiques seules (c) en comparaison au pool

génétique des Sanio (Axe 1 =22.24%, Axe 2 = 18.24%).
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Tableau 10 : Valeurs de nombre d’alléles (Na), d’hétérozygotie attendue (Hex) et d’hétérozygotie observée (Ho) des accessions tardives (Sanio) et des pré-core collections du pool génétique des

Sanio

Toutes les accessions précoces « Pré-core collection » Morpho « Pré-core collection » Génétique «Pré-core cm;s;;i;‘;ﬂ;’ Génétique &

Marqueurs Na Ho Hex Na Ho Hex Na Ho Hex Na Ho Hex
Psmp 2202 2 0,243 0,272 0,235 0,208 2 0,222 0,302 2 0,323 0,383
Psmp 2206 6 0,622 0,785 0,824 0,747 6 0,407 0,765 6 0,452 0,779
Psmp 2214 6 0,452 0,595 0,588 0,637 6 0,556 0,694 6 0,516 0,653
Psmp 2219 8 0,712 0,727 5 0,813 0,666 8 0,769 0,764 8 0,700 0,766
Psmp 2220 12 0,685 0,840 10 0,813 0,840 12 0,731 0,849 12 0,733 0,844
Psmp 2227 6 0,608 0,702 4 0,529 0,701 6 0,593 0,704 6 0,581 0,707
Psmp 2237 2 0,014 0,013 1 0,000 0,000 2 0,037 0,036 2 0,032 0,032
Psmp 2247 3 0,149 0,161 2 0,294 0,251 3 0,148 0,201 3 0,129 0,177
Psmp 2249 2 0,176 0,263 2 0,118 0,208 2 0,185 0,278 2 0,161 0,248
IRDI2 4 0,301 0,367 3 0,353 0,344 4 0,385 0,459 4 0,400 0,454
IRD25 9 0,568 0,620 5 0,588 0,663 9 0,630 0,709 9 0,613 0,693
IRD46 7 0,635 0,691 6 0,765 0,696 7 0,519 0,713 7 0,484 0,687

Tableau 11:Statistiques de moyenne, d’écart type (E) de coefficients de variation (CV) des caractéres agro-morphologiques des accessions tardives (Sanio) et des « pré-core collections » du pool

génétique des Sanio

Toutes les accessions précoces

« Pré-core collection » Génétique & Morpho

« Pré-core collection » Génétique

« Pré-core collection » Morpho

Caractéres Min - Max Moyenne E CV Min - Max Moyenne E CV Min - Max Moyenne E CV Min - Max Moyenne E CV
DM 12,61-35,98 24,17 4,27 0,18 12,61-35,98 24,33 4,65 0,19 12,61-32,03 23,77 4,23 0,18 12,61-33,46 23,34 5,88 0,25
FLO 80,08-91,75 86,23 3,36 0,04 80,5-91,25 86,23 3,44 0,04 80,75-91,25 86,48 3,26 0,04 80,25-91,5 86,28 3,55 0,04
NTP 08-déc 9,81 0,79 0,08 8-11,58 9,94 0,87 0,09 8-11,58 9,91 0,89 0,09 8,4-11,58 9,66 0,87 0,09
HTP 309,58-361,42 335,63 10,76 0,03 309,58-361,42 335,22 11,16 0,03 309,58-361,42 336,03 10,93 0,03 310,05-361,42 336,4 11,67 0,03
NEN 12,48-14,45 13,48 0,46 0,03 12,6-14,45 13,56 0,48 0,04 12,83-14,45 13,64 0,46 0,03 12,48-14,38 13,42 0,5 0,04
LOFP 48,7-58,12 52,33 1,81 0,03 49,57-58,12 52,42 2 0,04 49,57-58,12 52,35 2,02 0,04 49,7-57,77 52,79 2,02 0,04
LAFP 3,56-4,2 3,89 0,14 0,04 3,56-4,2 3,87 0,16 0,04 3,56-4,2 3,86 0,16 0,04 3,56-4,14 3,92 0,16 0,04
LEP 34,82-48,25 40,13 2,88 0,07 35,53-46,52 40,54 2,68 0,07 35,53-45.3 40,14 2,32 0,06 35,58-46,53 40,41 3 0,07
CIR 1,38-1,72 1,55 0,07 0,04 1,38-1,68 1,54 0,06 0,04 1,42-1,68 1,55 0,06 0,04 1,42-1,72 1,56 0,07 0,05
PMG 5,35-7,08 6,2 0,37 0,06 5,52-6,87 6,15 0,33 0,05 5,52-6,87 6,22 0,33 0,05 5,49-6,85 6,17 0,4 0,07
RDT_G 511,37-1104,86 853,57 128,57 0,15 511,37-1102,32 809,02 136,69 0,17 511,37-1102,32 835,84 129,77 0,16 511,37-1104,86 837,04 161,65 0,19
RDT_E 1443,45-3550,03 2248,88 375,65 0,17 1443,45-3550,03 2197,09 456,56 0,21 1656,13-3550,03 2279,38 415,28 0,18 1462,77-3550,03 2264,47 476,57 0,21
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3. Core collection (collection de référence) du germoplasme des

mils cultivés du Sénégal
Les « pré-core collections » définies sur la base des données agro-morphologiques et génétiques

combinées, sont les mieux représentatives de chaque pool génétique. Par conséquent, nous les
avons combinées et considérées comme étant la collection de référence du germoplasme des
mils cultivés du Sénégal (Tab. 12), définie a partir des données génétiques et agro-
morphologiques combinées dans chaque pool génétique. Cette core collection est constituée de
91 accession soit 22% de la collection nationale de mil du Sénégal. Elle est constituée de 60

accessions précoces (Souna) et 31 accessions tardives (Sanio).

L’analyse bayésienne a montré que cette core collection reconstitue bien les différents pools
génétiques de mil de la collection nationale (Fig. 30). La projection des analyses factorielles
discriminantes des différents pools génétiques de collection révele que la core collection couvre
bien tous les sous-groupes agro-morphologiques de la collection car chaque sous-groupe est

bien représenté dans cette core collection (Fig. 31).

Une projection de la distribution géographique de cette core collection montre aussi une bonne
représentativité de 1’échantillonnage géographique (Fig. 32), avec une couverture de toutes les
régions ou le mil est cultivé dans pays, avec leur diversité variétale. Toutes les zones de
production du mil au Sénégal sont représentées dans la collection nationale, elles sont toutes
aussi représentées dans la core collection nationale. Chaque type variétal de chaque région de

la collection est aussi retrouvée dans le core collection.
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Tableau 12 : Liste de la collection de référence du germoplasme des mils cultivés du Sénégal

Entrée Echantillon

Groupe
génétique

Sous-groupe agro-
morphologique

Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_1
Sub-group_2

Entrée Echantillon

Groupe
génétique

Sous-groupe agro-
morphologique

Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_2
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
Sub-group_3
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Figure 30: Analyses bayésiennes de la core collection de mil (b), en comparaison avec I’analyse bayésienne de la collection nationale (b).
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Les accessions de la core collection sont encerclées par un triangle rouge
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Figure 32 : Carte de la core collection de mil du Sénégal (a), en comparaison avec celle de la collection nationale (b)
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DISCUSSION

Les « pré-core collections » définies sur la base des données agro-morphologiques et génétiques
combinées ont été les mieux représentatives de chaque pool génétique de la collection de mil
du Sénégal. Cette étude confirme davantage que les core collection définies sur la base des
données génétiques et agro-morphologiques sont mieux représentatives des collections de
départ que celles définies uniquement sur la base de données génétiques ou agro-
morphologiques. En effet des résultats similaires ont été obtenus en comparant la
représentativité de core collection définies sur la base de données moléculaires uniquement, de
données agro-morphologiques uniquement et de données génétiques et agro-morphologiques

combinées, sur le sésame (Frary et al., 2015).

La core collection définie sur la base des données agro-morphologiques et génétiques couvre
22,5% de la collection nationale de mil du Sénégal. Cette proportion est similaire a celle
obtenue par Frary et al. (2015) (21%), lors de la mise en place d’une core collection de sésame
en utilisant des données agro-morphologiques et moléculaires (marqueurs AFLP) et en
appliquant la méme stratégie que la nétre. Selon Hintum et al. (2000) , aucune proportion de
taille unique ou fixe pour une core collection n’est appropriée pour tous les cas, méme s’il y a
eu des études sur la bonne proportion d’une core collection. En effet, la fraction d'échantillons
optimale dépend en grande partie du degré de redondance génétique des accessions, des
ressources disponibles pour la maintenance des entrées de la collection de base et de la
fréquence de régénération des entrées (Hintum et al., 2000). Il est cependant, a noter qu’il
n’existe aucune redondance génétique des accessions de la collection de mil du Sénégal, qui
plus est, a une taille relativement conséquente par rapport a une simple collection nationale, du

fait de sa stratégie d’échantillonnage fine lors de sa constitution.

En plus, Hintum et al. (2000) ont publié une représentation de la taille de 37 collections a travers
le monde et du pourcentage de leurs core collection respectives, a travers laquelle on peut y
remarquer un grand nombre de collections dont le nombre d’entrées est compris entre 100 et
1000 accessions (comme dans notre cas), qui ont des « core collection » qui renferment plus de

30% voire méme 40% d’accessions.

Par ailleurs, Selon Charmet et Balfourier, (1995) et Bisht et al. (1998) les tailles de 5 a 10%
sont optimales, pour capturer 75 a 90% de la diversité. Il est donc certain qu’une proportion
plus grande est nécessaire pour capturer 100% de la diversité. D’un autre c6té, Noirot et al.

(1996) ont suggéré que des pourcentages plus €élevés que ceux de Charmet et Balfourier, (1995)
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(20-30%) sont nécessaires, en particulier lorsque I'objectif est de capturer la diversité génétique
des caracteres hérités quantitativement (Hintum et al., 2000). Or, si nous considérions le fait
que notre core collection ainsi définie pourrait étre destinée a des études plus approfondies sur
le mil, comme par exemple, une étude d’association, la diversité génétique des caractéres hérités

quantitativement serait alors plus qu’importante.

Compte tenu de toutes ces observations ci-dessus, notre core collection (qui a reproduit 100%
de la diversité en gardant 22% de proportion) est dans la bonne fourchette d’un pourcentage

optimum.

Cette core collection est représentative de la collection nationale de mil du Sénégal.
L’¢évaluation de représentativité de la core collection a révélé une bonne représentativité de la
collection de mil nationale, tant sur le plan agro-morphologique que génétique. En effet le
captage des all¢les de la collection par la core collection et le niveau de diversité génétique de
la collection est statistiquement égal a celui de la core collection. Les indices de représentativité
des caracteres agro-morphologiques (%MD et %CR) sont conformes a une bonne
représentativité, sans parler de la reconstitution des pools génétiques de la collection dans la
core collection et de la couverture des différents sous-groupes agro-morphologiques de la

collection de mil.

Cette core collection est représentative aussi sur le plan géographique, malgré la non prise en
compte de 1’origine géographique des accessions lors de son établissement. Balfourier et al.
(1998) ont observé lors d’une étude de comparaisons de stratégies de mis en place de core
collections testées sur deux especes (Lolium perenne et Medicago truncatula), que les stratégies
qui avaient utilisé des informations de structure spatiale, avaient produit des core collection les
plus représentatives. Il semble qu’il y ait une relation entre la bonne représentation spatiale et
la bonne représentation génétique. Ceci n’est en aucun cas surprenant car la génétique est
souvent faconnée suivant la géographie. En effet il est tout a fait normal que des individus plus
proches géographiquement soient plus enclins a partager plus d’alleles que des individus plus
¢loignés. Méme si les tests d’isolement par la distance sur les Souna et les Sanio ne soient pas
statistiquement significatifs, il n’empéche qu’il existe un pattern spatial de diversité des mils
cultivés du Sénégal. Cette structure génétique, étroitement lie a la structure spatiale qui est
dévoilée jusqu’a un certain point ou & un autre, suivant I’analyse faite (Bayésienne ou sPCA)
est certainement responsable ou pour une bonne partie de la représentativité géographique, sans

sa prise en compte lors de I’établissement de la core collection. Cette représentativité
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géographique de la core collection est tres intéressante, compte tenu de 1’existence de ce pattern

géographique de la diversité du mil cultivé au Sénégal.

A notre connaissance, cette ¢tude est la premiere qui utilise la stratégie de maximisation
avancée pour la mise en place d’une core collection de mil cultivé. Bhattacharjee et al, (2007)
ont mis en place une core collection de mil de I’ICRISAT en utilisant la Random P-Stratégie a
I’aide de données agro-morphologiques et des données d’origines géographiques. Cette core
collection a par la suite ét¢ augmentée toujours sur la base de données agro-morphologiques et
géographiques (Upadhyaya et al., 2009). Puis cette core collection nouvellement obtenue a été
ensuite réduite en « mini-core collection » (Upadhyaya et al., 2011) toujours sur la base des
données et stratégies qui avaient servi a mettre en place la premiére core collection. Toutes les

¢valuations faites de ces core collections les ont considérées comme représentatives.

Nous avons appliqué la M-Strategy sur la collection de mil du Sénégal. La core collection qui
a été ainsi obtenue a été représentative du germoplasme des mils cultivés du Sénégal, sur les
plans génétique, agro-morphologique et géographique. Cette étude montre ainsi I’efficacité de
I’approche heuristique et ouvre une porte pour son application future pour la mise en place de

core collections représentatives de mil cultivés.

A présent, il existe grice a cette étude, une core collection nationale de mil du Sénégal, qui est
représentative sur le plan génétique, agro-morphologique et géographique. Si 1’on considere le
fait que la conduite des collectes de cette collection a €té réalisée suivant une stratégie a fine
échelle et que les prospections se sont déroulées de sorte a pouvoir collecter la diversité méme
des ressources de mil du Sénégal. Ce qui a conduit a une bonne représentation de ces ressources
de mil du pays dans la collection nationale. On peut aisément dire que la core collection est
assez représentative des ressources de mil cultivé du Sénégal. A ce titre il est important de la
valoriser et de I’utiliser dans les recherches plus approfondies sur le mil au Sénégal que ¢a soit
dans le domaine de la génétique, génomique, ou autre, pour approfondir les connaissances sur
I’histoire évolutives du mil. D’autant plus que 1’on sait que les mils du Sénégal présentent une
certaine particularité génomique (Hu et al., 2015) et génétique (Diack et al., 2017) par rapport
a d’autres mils étudiés jusqu’a présent (Dussert et al., 2015b ; Mariac et al., 2006a). Des
particularités qui conférent a ces mils du Sénégal la propriété d’étre un matériel intéressant pour

I’étude de 1’histoire évolutive des différentes formes de mils cultivés.

Afin que la mise en place de la core collection puisse avoir un sens et qu’elle puisse étre

valorisée, il serait aussi intéressant d’utiliser cette core collection dans les programmes de
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sélection et d’amélioration variétale du mil au Sénégal d’autant plus que notre étude a permis

de mieux connaitre ces ressources.
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CONCLUSION

Cette ¢tude Confirme que les core collections définies sur la base des données génétiques et
agro-morphologiques sont meilleures et sont représentatives de la collection de mil du Sénégal.
Elle a permis d’obtenir une core collection de mil dont 1’évaluation a montré qu’elle est
représentative de la collection de mil du Sénégal, tant sur le plan génétique, agro-

morphologique que géographique.

Ainsi les sélectionneurs et utilisateurs potentiels (chercheurs ou autres) disposent d’un nombre
réduit d’accessions représentatives de la collection pour des activités de recherches
approfondies sur le mil, ou des programmes de sélection et d’amélioration du mil au Sénégal.
Il serait donc intéressant d’utiliser cette core collection dans la recherche et/ou dans les
programmes de sélections pour donner un sens a sa mise en place et dans le but d’assurer sa

valorisation.

Ce pendant une bonne gestion des ressources et leur valorisation a travers un programme
d’amélioration efficace, doivent aussi disposer d’outils génomiques, pour les appuyer, en plus
de la connaissance du matériel génétique. Ainsi donc, il serait intéressant d’adjoindre a ce
travail, une étude d’association génotype-phénotype, qui pourrait permettre d’identifier des
régions génomiques associées a des traits phénotypiques ou adaptatifs importants. Ce qui sera

I’objet de notre prochain chapitre.
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Chapitre IV : Etudes d’associations
génotypes-pheénotypes sur la core
collection de mil du Sénégal
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INTRODUCTION

L’adaptation des plantes constitue une réponse par rapport aux changements
environnementaux. Cette réponse est souvent perceptible sur le plan phénotypique. Une des
réponses adaptatives les plus importantes, phénotypiquement perceptible, est la modification
dans la date de floraison chez certaines plantes cultivées, outre la plasticité phénotypique. Ces
différences de date floraison, surviendraient apres sélections différentielles suivant des latitudes
et des climats dont la réponse adaptive serait une modification de celle-ci (Olsen and Wendel,
2013). Les conditions climatiques locales peuvent donc constituer une pression sélective sur les
genes qui sous-tendent des traits comme cette date de floraison. En effet, chez plusieurs especes
de plantes, la phénologie de floraison varie fortement en fonction de gradients climatiques

(Burgarella et al., 2016).

Il existe au Sénégal un gradient nord-sud de pluviométrie (Diop, 1999 ; Negre et al., 1988). Les
régions du sud du pays ont une pluviométrie plus abondante que celles du nord ou nous avons
de tres faibles valeurs pluviométriques. Ce gradient nord-sud serait aussi corrélé a la répartition
géographique des variétés de mil cultivés dans le pays, qui se différentient principalement par
leur cycle de floraison (Rao et al., 1986). Les variétés tardives (Sanio) sont rencontrées au sud,
a la limite au centre-sud du pays et les variétés précoces se retrouvent plus au nord et au centre

du pays.

L’identification des caractéres phénotypiques a l’origine de la différentiation de ces
morphotypes et 1’association de ces caracteres a des régions génomiques, permettrait
d’identifier, par ricochet, les bases génétiques responsables de la différentiation entre Souna et
Sanio. Ce qui constituerait un apport considérable dans la connaissance de I’évolution et de
I’adaptation du mil au Sénégal et permettrait, a terme une sélection moléculaire efficace du mil

au Sénégal, améliorant ainsi sa productivité et contribuer a assurer la sécurité alimentaire.

Le développement des nouvelles technologies de séquencage (NGS) a permis des avancées
notoires dans le domaine de la génétique et de la génomique. Les données génomiques obtenues
grace a ces NGS, peuvent étre combinées a des données phénotypiques, pour identifier leurs
éventuelles associations a ces caracteres phénotypiques, grace a des modeles développés a cet
effet. Cette technique est appelée étude d’association génotypes phénotypes ou GWAS
(Genome-wide association study). Le GWAS utilise les déséquilibres de liaison pour associer
des alleles de marqueurs a des traits phénotypiques. Cependant, il existe un certain nombre de

phénomenes qui entrainent aussi des déséquilibres de liaison dont leurs non prise en compte
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dans les analyses GWAS peuvent entrainer des estimations non réelles (biaisées) d’associations
génotypes-phénotypes. Ce sont principalement I’existence de structure dans la population
¢tudiée et I’apparentement entre individus de la population. Pour gérer ces phénoménes, on
utilise des mode¢les destinés a corriger ces biais. Parmi ces modéeles on peut citer principalement
le model linéaire généralis¢ (GLM) qui permet de prendre en compte 1’effet de la structure dans
la population ou le modéle linéaire mixte (MLM) qui peut prendre en compte 1’effet de la
structure de la population et I’effet de I’apparentement entre individus de la population. Il existe
d’autres modéles (comme EMMA : Efficient Mixed Model Association, CMLM : Compressed
MLM, EMMAXx : EMMA expedited, etc..) qui ne sont en réalit¢ que des extensions de ces

modeles précités, soit pour améliorer le temps d’exécution et/ou la puissance statistique.

Dans les chapitres précédents de cette these, il a été fait une évaluation compléte des accessions
de mil du Sénégal et une mise en place d’une core collection représentative de ces dernicres
dans le but de leur bonne gestion et valorisation. Identifier, au sein de cette core collection, des
marqueurs moléculaires et/ou régions génomiques associées a des traits agro-morphologiques
ou adaptatifs de ces mils serait intéressant en termes de connaissance de 1I’évolution et de
I’adaptation du mil et pour leur bonne gestion, mais surtout pour leur valorisation. A terme, ces
outils génétiques pourraient étre utilisés pour assister les programmes de sélection et

d’amélioration du mil au Sénégal.

Objectif
L’objectif global de ce chapitre est de contribuer a la bonne gestion des ressources génétiques

de mil du Sénégal.
Spécifiquement, ce chapitre a pour but :

- d’identifier des traits agro-morphologiques de différentiation des morphotypes du mil

au Sénégal (Souna et Sanio)
- de produire de nouveaux marqueurs moléculaires (SNP par exemple) chez le mil.

- de génotyper en méme temps les accessions de la core collection en fonction de ces

marqueurs

- d’identifier des régions génomiques associées a des traits agro-morphologiques ou

adaptatifs du mil au Sénégal.
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MATERIEL ET METHODES
1. Matériel végétal et phénotypage

1.1. Matériel végétal
Le matériel végétal est constitué de 91 accessions représentant la core collection de mil du

Sénégal. La procédure ayant permis d’obtenir cette core collection a été décrite dans le chapitre

précédant. Le matériel est donc constitué de 60 accessions précoces et 31 accessions tardives.

1.2. Site, facteurs et traitements
Les essais se sont déroulés au niveau de la station expérimentale de Nioro, de ’ISRA, durant

I’hivernage 2016 et I’hivernage 2017. Chaque essai comportait un seul facteur : accessions. Le

nombre d’accessions était de 91 (traitements).

1.3. Dispositif expérimental
Le dispositif expérimental pour chaque essai, était un 7 x 13 alpha lattice design, avec trois

répétitions (Fig.33 et 34). Chaque parcelle élémentaire était constituée d’une ligne de 8 poquets.
L’écartement entre lignes et entre poquets sur la ligne était de 90 cm. Deux lignes de bordure

avaient été prévues de part et d’autre du champ pour éviter I’effet de bordure, a chaque essai.

Block1 Repl Block1 Rep2 Block 1 Rep3
Block2 Repl Block2 Rep2 Block2 Rep3
Block3 Repl Block3 Rep2 Block3 Rep3

Figure 33 : Schéma illustrant le dispositif expérimental sur un site d’essai
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Figure 34 : Schéma illustrant les semis du dispositif expérimental d’un essai (Les numéros en

vert sont les numéros des entrées et les numéros en noir sont les numéros des parcelles)

1.4.

Déroulement de chaque essai
Les essais ont été¢ conduits suivant 1’itinéraire ci-apres :

Préparation du terrain avant semis : Labour et ameublissement du sol

Semis : Apres la premicére pluie de chaque saison hivernale

Premier sarclage et binage : 7 jours apres la levée

Sarclage et démariage 15 jours : 15 jours apres semis

Deuxieme sarclage et binage (avec traction a cheval) :25 jours apreés démariage

Pour chaque essai, un apport d’engrais NPK (15-15-15) a hauteur de 150 Kg/ha, a été appliqué

avant ’ameublissement. Deux apports d’urée a hauteur de 100 kg/ha, ont été appliqués apres le

démariage et a la montaison. En dehors de cet itinéraire, il a ét€ procédé au binage (désherbage)

a chaque fois que cela a été nécessaire pour €radiquer les mauvaises herbes. Il a aussi été

procédé a l'irrigation des essais a chaque fois qu'il s'est avéré nécessaire (longue pause

pluviométrique).
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1.5. Phénotypage

Les parametres suivants ont été relevés: nombre de poquets a la levée (NPL), Vigueur juvénile
(VJ), Incidence du mildiou (IM) 30 jours apres semis (jas), date d’épiaison (EPI), date de 50%
de floraison (FLO), longueur de la feuille paniculaire (LOF), largeur de la feuille paniculaire
(LAF), nombre d’entrenceuds (NEN), longueur moyenne des entrenceuds (LEN), diamétre de
la tige principale (DTP), hauteur de la plante (HTR), nombre de talles productives (NTP),
circonférence de 1’épi (CEP), longueur de I’épi (LEP), poids des épis (PEP), poids paille
(Biomasse), poids des grains (PG) et poids de 1000 grains (PMG).

2. Génotypage
2.1. Extraction de ’ADN

Les ADN des échantillons de la core collection ont été extraits a partir des feuilles
¢chantillonnées au stade 5 feuilles de la phase végétative lors de de la premiére année d’essai
(2016), suivant la technique décrite dans la partie (b) Extraction et quantification de [’ADN, du
deuxiéme chapitre de cette thése. L’ ADN ainsi extrait a été¢ conservé dans une solution de Tris-
HCI, puis envoyé a séquencer a la Plateforme de Séquencage de Nouvelle Génération du Centre

de recherche du CHU, de I'Université de Laval (Québec).

2.2, Séquencage

Les banques ont été générées en deux multiplexes de 45 et 46 échantillons. Une double
digestion PstI-Mspl a été appliquée sur chaque ADN, puis des adaptateurs ont été liés a chaque
¢chantillon suivie d’un mélange et d’une amplification. Le s€quencage de ces banques a été fait
a I’aide d’un séquenceur [llumina HiSeq2500. La génération des banques et le séquengage ont
été entierement réalisés a la Plateforme NGS du Centre de recherche du CHU, de 1'Université

de Laval (Québec).

2.3. Analyses bio-informatiques
L’évaluation de la qualité des séquences « reads » a été faite a 1’aide de FastQC v 0.72 et de

MultiQC v 1.6 et le nettoyage des séquences a été fait grace a FastQ Trimmer v 1.0.0. Seules
les séquences présentant une valeur moyenne de la qualité Q supérieure ou €gale a 30 (format
sanger) ont été retenues et les 7 premieres bases (coté 5”) de chaque read ont été enlevées. Les
séquences ont été alignées sur la version 2 du génome de référence du mil ASM217483v2, de
numéro d’accessions GenBank GCA 002174835.2, a I’aide de BWA v 1.2.3, avant le
réalignement des séquences par rapport aux insertions et délétions, grace a
RealignerTargetCreator v 0.0.4 et IndelAligner v 0.0.6. Ces procédures sont illustrées par le

workflow suivant.
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Les fichiers au format BAM issus des procédures décrites ci-dessus, ont été joints a 1’aide de
I’outil MergeBAM v 1.2.0 et les appels des SNPs ont été réalisés grace a UnifiedGenotyper
v0.0.6. Au total, 502 382 variants ont été appelés dont 545 834 SNPs. Le filtrage des SNPs a
d’abord été fait suivant la qualité¢ du Mapping et la profondeur, en appliquant un filtre sévere
(Hard filtering) a 1’aide de I’outil Variant filtration v0.0.5 (MQ supérieur ou égale a 40 et de
MQ divisée par la profondeur des échantillons non filtrés supérieur a 0.1). Puis un second filtre
a été réalisé suivant la fréquence des alleles mineurs (MAF) supérieur a 0.05 et une proportion
admise des données manquantes de 0.1, a I’aide de I’outil VCFtools Filter v 1.2.0. Les
marqueurs multialléliques ont en suite été éliminés, a 1’aide de Tassel v5.2.48. Le fichier de
sortie comportait au final 19 470 marqueurs SNPs de haute qualité. Les analyses subséquentes

ont été réalisées sur ces SNPs.

Toute I’analyse bio-informatique a été réalisée sur la plateforme Galaxy v18.0.5 (Afgan et al.,

2018), implémentée dans le systéme d’exploitation Bio-Linux 8 (Field et al., 2006).
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Figure 35 : Diagramme du workflow de traitement bio-informatique de vérification de qualité,

de trimming et de cartographie des séquences sur le génome de référence.

Figure 36 : Diagramme du workflow d’analyse bio-informatique d’élimination des duplicatas

techniques, de réalignement par rapport aux InDels et d’appel des SNPs.
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3. Méthodes analytiques
3.1. Analyses phénotypiques

Il a d’abord été fait des analyses de variances sur les différents parameétres phénotypiques, afin
de tester I’existence d’effet génotype, d’effet année et les interactions entre génotypes et années.
Puis il a été vérifié I’héritabilité des caracteéres agro-morphologiques grace au modele linéaire
mixte a effet aléatoire pour les individus, a I’aide du logiciel Plant Breeding Tools v 1.3, suivant

I’équation :
Y ~ 1 + (1|Genotype) + (1|Année) + (1 REP:Année) + (1 REP:BLOCK:Année) + (1|Genotype: Année)

Les analyses qui ont suivi ont été réalisées a deux niveaux. (i) Un premier niveau regroupant
les Souna et les Sanio et (if) un second niveau qui opére au sein des Souna et au sein des Sanio
séparément. Nous avons d’abord réalisé une analyse en composantes principales grace aux
moyennes ajustées par individus pour chaque variable, centrées et réduites, afin de vérifier
I’effectivité de la différentiation agro-morphologique des accessions de Souna et de Sanio et
les potentielles subdivisions des Souna et des Sanio, a ’aide du package adegenet v2.1.1
(Jombart, 2008), du logiciel R (R Development Core Team, 2008). Il a ensuite été fait une
analyse factorielle discriminante pour identifier les caractéres discriminants dans la
différentiation des accessions précoces (Souna) et tardives (Sanio) et les caracteres discriminant
les sous-groupes des accessions précoces et tardives. Les caractéres qui ont présenté une
significativité avec une P-value < 0.001 au seuil de o = 0.001, dans la discrimination et qui ont
présenté un degré de corrélation () supérieur ou égal a 0.7, par rapport a I’axe de différentiation,
ont été sélectionnés et considérés comme caracteres hautement discriminants des Souna et des
Sanio ou des sous-groupes de Souna et de Sanio. Cette analyse a été réalisée a 1’aide du logiciel

XLStat 2014.

Puis il a été réalisé des tests de Mann-Whitney pour confirmer la nature différente des caracteres
choisis en fonction des Souna et des Sanio. Des tests de Kruskal-Wallis ont été réalisés, pour
confirmer la nature différente des caractéres choisis en fonction des sous-groupes de Souna et
de Sanio. En fin il a été fait des box plots, afin d’illustrer la répartition des caractéres agro-
morphologiques discriminants, par rapport aux Souna et Sanio et aux sous-groupes de Souna et
de Sanio de la core collection. Ces dernicres analyses ont été faites a I’aide du logiciel Minitab

v. 17.
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3.2. Analyses génétiques
Pour choisir un modele pour le GWAS, nous avons étudi¢ la structure de la population et évalué

I’apparentement entre individus. L’étude de la structure a été réalisée a 1’aide de 1’algorithme
sNMF, a travers le package LEA v2.2.0 implémenté dans le logiciel R, en testant un nombre de
K populations allant de 1 a 10 pour 10 répétitions et par Analyses en composantes principales
a I’aide du logiciel Tassel v5.2.48 et du package Ade4 v 1.7-13 du logiciel R (R Development
Core Team, 2008).

Les relations entre individus ont été évaluées grace au calcul de la matrice d’identité par la

distance (IBS) Kinship, normalisée a 1’aide du logiciel Tassel v5.2.48.

3.3. Analyses d’associations génotypes-phénotypes
Afin d’identifier les SNPs liés aux caractéres agro-morphologiques de différenciation au sein

de la core collection, nous avons testé leurs associations grace a un modele linéaire mixte

(MLM).

Le mod¢le lin€aire mixte prend en compte 1’effet de la structure de la population et 1’effet de
relations de parenté (cryptiques) entre individus de la core collection. Ces analyses
d’associations ont été réalisées a 1’aide du logiciel Tassel v5.2.48. La représentation graphique
des résultats a été faite sous forme de (i) Manhattan plot, qui illustre la valeur des p-values des
SNPs en fonction de leurs positions sur les différents chromosomes et sous forme de (ii)
diagramme quantile-quantile (QQ plot) qui permet d’apprécier la capacité du modele a gérer
les effets de la structure et de relations de parenté cachées, en comparant la distribution des
statistiques de tests observée a celle attendue sous 1’hypothése nulle, c’est-a-dire en 1'absence

d'association.

Le seuil de significativité (o) de I’association des marqueurs SNPs aux différents traits a été

calculé en utilisant la correction de Bonferroni, suivant la formule ci-dessous :

_ 005
" NH

soit NH = NMark X NPheno

a = Seuil de significativité réajusté
NH : Nombre d’hypotheses testées
NMark : Nombre de marqueurs

NPheno : Nombre de phénotypes
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Un SNP est retenu comme significativement associ¢ a un caractére agro-morphologique,
lorsque le test est significatif au seuil de a, en d’autre termes, lorsque la p-value du test est
strictement inferieur a a. Il a ensuite été réalisé le calcul des g-value (ou FDR pour False
Discovery Rate), sur chaque SNPs significativement associé a un caractére agro-
morphologique. La g-value ou FDR mesure la proportion de risque de faux positif encouru pour

un test donné, lorsque ce test en question est significatif.

Pour identifier les régions génomiques liées a ces associations, les SNPs significativement
associés a des caracteres agro-morphologiques et retenus, ont été localisés dans les intervalles
du génome du mil. Cette localisation a été réalisée avec le package sqldf v0.4-11 de R. Les
marqueurs significativement associés a des traits et situés dans des régions géniques ont été
considérés comme marqueurs causals (association directe) et les génes qui les portent, aussi
comme genes causatifs. Les marqueurs significativement associés a des traits et situés dans des
régions inter-géniques ont été considérés comme marqueurs en déséquilibre de liaison avec les
locus causatifs (association indirecte). Les séquences peptidiques des geénes causatifs ont été
blastées dans la base de données NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) a des fins descriptives des genes.
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RESULTATS

1. Evaluation de la qualité des reads
Les librairies générées et s€quencées ont ét¢ démultiplexées et les code-barres éliminés, avant

réception des données. L’évaluation de la qualité a permis de remarquer la bonne qualité¢ des
reads, avec de trés bons scores de qualités comme le montre le tableau 1 annexe 4. Les
séquences ¢étaient a bouts uniques et la longueur des reads variait de 35 a 40 bases. Le point
alarmant résidait au niveau d’un taux élevé en %GC. Ce qui est normal, le mil a naturellement
un taux de GC élevé, de I’ordre de 47.9% (Debieu et al., 2017). Le fichier d’analyse comportait
99.63% de données présentes. Avec en moyenne 0.37% de données manquantes par individu

et par marqueur.

2. Analyses génétiques
L’analyse de la structure par sSNM et I’ACP a reconstitué les groupes génétiques déja observés

avec des marqueurs microsatellites (SSRs) dans les chapitres précédants, en mettant en
évidence une forte structure constituée d’une part par les accessions précoces et d’autre part par

les accessions tardives (Figure 43 et 44).
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Figure 37 : (a) Probabilité de subdivisions par rapport aux différent cas testés (la valeur de
cross-entropy la plus basse est la meilleur probabilité) et (b) proportion d’appartenance de

chaque individu aux différents K groupes, des accessions de la core collection
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Axe 2

Axe 1

Figure 38 : Analyse en composantes principales des accessions de la core collection sur la base

des données SNPs (Axel=7.15%, Axe2= 1.54%)

3. Analyses phénotypiques

Chaque mesure phénotypique a été prise sur trois poquets par accession, au niveau de chaque
répétition. La moyenne des trois données a constitué la valeur de I’individu, au niveau de la
répétition. Le fichier d’analyse de variance comportait pour chaque individu une valeur au
niveau de chaque répétition pour chaque année d’évaluation. Ce fichier ne comportait aucune

donnée manquante.

3.1. Analyses de variances
Les analyses de variances ont montré un effet génotype fortement significatif presque pour tous

les caracteres sauf pour le poids 1000 grains ; qui n’est pas significatif. Ce qui dénote d’une
importante variabilité phénotypique des individus. L’effet année cependant n’a été significatif
que pour quelques caracteéres. Les interactions entre génotypes et années sont significatives a

des degrés différents sur tous les caractéres agro-morphologiques sauf pour trois caracteres.
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Tableau 13 : Récapitulatif des résultats d’analyse de variance et de calcul de 1’héritabilité

génétique (h°) Significativité : * P-value < 0.05, ** P-value < 0.01 et *** P-value < 0.001, NS=

Non significatif.

DF IM EPI FLO NTP NEN LEN LOFP LAFP DTP HTP LEP CIR EXR PMG Biomasse RDT

Génotype
Effet Année 1 NS NS NS ** *¥** NS * NS wHE NS NS  *** NS HoHE HHE **
GénOtype X NS kksk sksksk NS * k3k * * sksksk skskk * * NS sksksk sksksk sksksk
Année
Moyenne 0.03 56.37 60.68 6.36 9.33 21.11 46.09 459 419 241.62 489 843 3.15 584 152839 1637.49
Ecart type 0.07 1227 12.68 2.16 2.19 193 6.53 0.66 1.6 39.11 935 121 3.16 144 1114.7  1112.15
n 0.69 097 098 0.86 096 0.68 0.62 06 023 094 09 084 0.71 0 0.42 0.55

3.2. Analyses multivariées regroupant Souna et Sanio

3.2.1.  Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’analyse en composantes principales confirme la forte structure agro-morphologique des

Souna et des Sanio avec une subdivision claire et nette. Elle révele aussi les caractéres agro-

morphologiques suivant lesquelles, cette subdivision entre Souna et Sanio est faite. Ces

caractéres sont d’une part, la hauteur de la plante, la biomasse, le nombre d’entrenceuds, la

longueur des entrenceuds la date de floraison, la date d’épiaison, le nombre de talles productives

et le rendement qui sont positivement corrélés au groupe des Sanio et négativement aux Souna.

D’autre part, I’incidence du mildiou qui est positivement corrélée au groupe des Souna et

négativement aux Sanio.
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Axe 2

Axe 1

Figure 39 : Analyse en composantes principales montrant (a) les corrélations entre variables,
(b) la structure entre Souna et Sanio et (c) les relations de corrélation entre variables

phénotypiques et structure agro-morphologique des Souna et des Sanio (Axel=50.4%,
Axe2=18.6%)
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3.2.2.  Analyse Factorielle Discriminante (AFD)
Parmi les 16 caracteres évalués par 1’analyse factorielle discriminante, 13 caractéres se sont

révélés statistiquement significatifs (au seuil de o = 0.01 et tous avec une p-value < 0.0001),
dans la différentiation des Souna et des Sanio. Ces caractéres sont 1’incidence du mildiou, la
date d’épiaison, la date de floraison, le nombre de talles productives, le nombre d’entrenceuds,
la longueur moyenne des entrenceuds, la longueur de la feuille paniculaire, la hauteur de la
plante, la longueur et la circonférence de 1’épi, I’excertion paniculaire, la biomasse et le
rendement. Parmi ces 13 caracteres, 6 caracteres ont présenté un degré de corrélation a I’axe de
différentiation des Souna et des Sanio, supérieur ou égal a 0.7, et ont donc été considérés comme
¢tant des caractéres hautement discriminants des Souna et des Sanio. Ces caractéres peuvent
étre classés en deux groupes. D’une part, le groupe des caracteres phénologiques qui regroupe
la date d’épiaison et la date de floraison et d’autre part, le groupe des caractéres de
développement végétatif qui regroupe la biomasse, la hauteur de la plante, le nombre moyen
d’entrenceuds et le nombre de talles productives. Ces observations obtenues grace a 1’analyse
factorielle discriminante sont parfaitement en accord avec I’analyse en composantes
principales. Tous ces caractéres hautement discriminants des Souna et des Sanio sont des
caracteres qui ont présenté de hautes héritabilités. En d’autres termes, les variabilités observées
par rapport a ces différents caractéres sont expliquées principalement par une variabilité au

niveau génétique.

Les tests de Mann-Whitney sur ces caracteres ont montré des différences significatives au seuil
de a = 0.05, des Souna et des Sanio par rapport a ces six caracteres avec une P-Value <0.0001

pour chaque caractere. Ce qui a confirmé les observations précédentes.
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Figure 40 : Box plots des caracteres de (a) date d’épiaison, (b) date de floraison, (¢) nombre
d’entrenceuds, (d) de biomasse, (e¢) nombre de talles productives et (f) de hauteur de la plante

en fonction des Souna (en rouge foncé) et des Sanio (en bleu).
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3.3. Analyses multivariées au sein des Souna
3.3.1. ACPdes Souna

L’analyse en composantes principales des Souna montre une subdivision en trois sous-groupes.
Les caractéres agro-morphologiques suivant lesquels se fait cette subdivision sont la date
d’épiaison et de floraison, le diamétre de la tige principale et la largeur de la feuille paniculaire

qui sont positivement corrélés au sous-groupe 3 et négativement corrélés au sous-groupe 1.

Axe 2

Axe 1

Figure 41 : Analyse en composantes principales montrant (a) les corrélations entre variables,
(b) la structure des sous-groupes (SG) de Souna et (c) les relations de corrélation entre variables

phénotypiques et la structure agro-morphologique des Souna (Axel= 39.6%, Axe2= 14.5%).
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3.3.2. AFD des Souna
Neuf (9) caractéres ont été statistiquement significatifs (au seuil de a = 0.01 et tous avec une p-

value < 0.0001), dans la différentiation en sous-groupes des Souna. Ces caractéres sont la date
d’¢épiaison, la date de floraison, le nombre de talles productives, la longueur de la feuille
paniculaire, la largeur de la feuille paniculaire, le diamétre de la tige principale, la longueur et
la circonférence de 1’épi, 1’excertion paniculaire et la biomasse. Parmi ces caracteres, 3
caracteres ont présenté un degré de corrélation a 1’axe principale de différentiation (Axe 1) des
sous-groupes de Souna supérieur ou égal a 0.7, et ont donc été considérés comment étant des
caractéres hautement discriminants des sous-groupes de Souna. Ces caractéres sont la date
d’épiaison, la date de floraison et le diamétre de la tige principale. Ces résultats de I’AFD sont
parfaitement en accord avec I’ACP. Les tests de Kruskal-Wallis ont confirmé que les sous-
groupes des Sanio sont significativement différents au seuil de oo = 0.05 par rapport a ces trois

caracteéres, avec pour chaque caractére une P-value < 0.001.

Figure 42 : Box plots des caracteres de (a) date d’épiaison, (b) date de floraison et de (c)
diametre de la tige principale, en fonction des sous-groupes 1 (en bleu), sous-groupe 2 (violet
orchidée) et sous-groupe 3 (en vert) des Souna.
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34. Analyses multivariées au sein des Sanio
3.4.1. ACPdes Sanio

L’analyse en composantes principales des Sanio montre une subdivision en trois sous-groupes
Les caractéres agro-morphologiques suivant lesquels se fait cette subdivision sont la date
d’épiaison et de floraison, le nombre d’entrenceuds, la biomasse, la circonférence de 1’¢épi et le

rendement, qui sont positivement corrélés au sous-groupe 3 et négativement corrélés au sous-
groupe 1.

Axe 2

Axe 1

Figure 43 : Analyse en composantes principales montrant (a) les corrélations entre variables,
(b) la structure des sous-groupes (SG) de Sanio et (c) les relations de corrélation entre variables

phénotypiques et la structure agro-morphologique des Sanio (Axel=42.5%, Axe2= 16.1%).
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3.4.2. AFD des Sanio
L’AFD a révélé que la date d’épiaison, la date de floraison, le nombre d’entrenceuds, la

circonférence de 1’épi, la biomasse et le rendement sont statistiquement significatifs (au seuil
de a=0.01 et tous avec une p-value < 0.0001) dans la différentiation en sous-groupes des Sanio.
Tous ces caracteres ont présenté un degré de corrélation a I’axe de différentiation (Axe 1) des
sous-groupes de Sanio, supérieur ou égal a 0.7 et ont donc été considérés comment étant des
caractéres hautement discriminants des sous-groupes de Sanio. Ces résultats sont en accord

avec I’ACP.

Les tests de Kruskal-Wallis ont confirmé que les sous-groupes des Sanio sont significativement
différents au seuil de a = 0.05 par rapport a ces caractéres, avec pour chaque caractére une P-

value < 0.001, sauf pour le nombre d’entrenceuds ou la P-value = 0.001.
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Figure 44 : Box plots des caractéres de (a) date d’épiaison, (b) date de floraison et de (¢) nombre
d’entrenceuds, de (d) circonférence de 1’épi, de la (e) biomasse et du (f) rendement, en fonction

des sous-groupes 1 (en vert olive), sous-groupe 2 (en cyan) et sous-groupe 3 (en magenta) des

Sanio.
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4. Analyses d’associations génotypes-phénotypes sur les

caracteéres de différenciation entre Souna et Sanio
Les diagrammes quantile-quantile de chaque modé¢le pour les différents caractéres montrent que

les p-values observées sous 1’hypothése nulle, sont relativement bien en accord avec celles

attendues. En d’autres termes, le mode¢le a été approprié pour I’analyse d’association.

Les Manhattan plots montrent que beaucoup de SNPs sont associés (p-values faibles) aux
différents traits étudiés, sauf pour la hauteur de la tige principale qui n’est significativement

associé¢ a aucun SNP (Figures 45, 46 et 47).
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b) d)

Figure 45 : Manhattan plot par rapport a la date d’épiaison et la date de floraison et QQ plot par rapport aux mémes caracteres, respectivement.
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b) d)

Figure 46 : Manhattan plot par rapport au nombre d’entrenceuds et la biomasse et QQ plot par rapport aux mémes caractéres respectivement.
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Figure 47 : Manhattan plot par rapport au nombre de talles productives et la hauteur de la tige principale et QQ plot par rapport aux mémes

caracteres respectivement
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L’analyse a détecté, au seuil de o = 2,56E-06 (correction de Bonferroni), 21 SNPs associés aux
caracteres de différenciation entre Souna et Sanio, sauf a la hauteur de la tige principale pour
qui aucun SNP n’a été significativement associé. 3 SNPs communs ont été détectés pour la date
d’¢épiaison, de floraison et le nombre d’entrenceuds. Le caractére de nombre d’entrenceuds a
compté 8 SNPs significatifs spécifiquement associés a ce trait, tandis que le nombre de talles
productives a enregistré un seul SNP spécifique cotre 3 pour la biomasse. Parmi tous les SNPs,
le marqueur rs2_ 214640382, situé a la 214640382 paire de base du chromosome 2 du mil,
s’est particulierement démarqué avec un taux de significativité tres €levé, sur chaque caractere
de différenciation entre souna et Sanio auquel il est associé (a savoir la date d’épiaison, la date
de floraison et le nombre d’entrenceuds). Le tableau 14 résume les différents marqueurs

significatifs et leurs positions dans le génome.
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phénotypiques de différenciation entre Souna et Sanio

Tableau 14 : Résumé des statistiques de I’analyse d’associations entre marqueurs SNPs et traits

Trait phénotypique SNP Chromosome Position p-values FDR
rs2_ 214640382 2 214640382 8,99E-13  1,00E-08
rs6_75259866 6 75259866  1,52E-08  1,00E-04
rs4 14047671 4 14047671  8,59E-08  5,00E-04

- rs5_134902680 5 134902680 1,06E-07  5,00E-04
Date d’¢épiaison -
rs5 141923948 5 141923948 8,48E-07  3,00E-03
rsd 2024746 4 2024746  1,19E-06 3,00E-03
rs7 81434382 7 81434382  1,58E-06  4,00E-03
rs1 208305247 1 208305247 1,67E-06  4,00E-03
rs2 214640382 2 214640382 2,30E-13  4,00E-09
rs6_75259866 6 75259866  7,86E-09  7,00E-05
rs4 14047671 4 14047671  2,19E-08  1,00B-04

Date de floraison  rs5_134902680 5 134902680 8,48E-08  4,00E-04
rs5 141923948 5 141923948 2,39E-07  9,00E-04
rs1_809090 1 809090  7,03E-07 2,00E-03
rs1 208305247 1 208305247 8,22E-07  2,00E-03
rs2_ 214640382 2 214640382 5,41E-12  1,00E-07
rs5_134902680 5 134902680 3,30E-09  3,00E-05
rs2_17691169 2 17691169  1,16E-08  7,00E-05
rs3_31892095 3 31892095 4,55E-08  2,00E-04
rs6_216688877 6 216688877 2,48E-07  9,00E-04

d,;jfrre‘ﬁ’;i G TS4_14047671 4 14047671  6,34E-07  1,00B-03
rs6_81072492 6 81072492  7,02E-07  1,00E-03
rs2_505979 2 505979  9,95E-07  2,00E-03
rs1 274445029 1 274445029 1,06E-06  2,00E-03
rs7_10827013 7 10827013  1,39E-06 2,00E-03
rs1 274583477 1 274583477 2,16E-06  3,00E-03

Nogggiifvtiles rs6_ 28155063 6 28155063  7,80E-08  1,00E-03
rs7_6854339 7 6854339  5.83E-07 1,00E-02

Biomasse rs2_91628557 2 91628557 2,55E-06  1,00E-02
rs2_91628558 2 91628558  2,55E-06  1,00E-02
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A T’issu de cette ¢tude d’associations génotypes-phénotypes, 21 marqueurs ont été détectés
comme significativement associés aux traits de différentiation des accessions de la core
collection. Parmi ces 21 marqueurs, 11 SNPs sont en association indirecte, car étant en
déséquilibre de liaison avec les loci causatifs. 10 SNPs sont en association directe avec les traits
respectifs. Ces SNPs ont permis d’identifier 10 génes causatifs liés a ces caractéres dont
quelques-uns codent pour des protéines connues. Parmi ces protéines figurent des facteurs
d'épissage de transcription, des protéines intervenant dans la réception de signaux

transmembranaires, etc...
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Tableau 15 : Liste des marqueurs SNPs et informations connexes

Marqueur Alléles Chromosome Position R:::)s::t::e Région Identifiant géne Nom géne Correspondance espece  Score E-Value Identité
rsl 208305247 G/C 1 208305247 Indirect Inter-génique
rs1 274445029 G/A 1 274445029 Direct CDS Pgl GLEAN 10004427 Non caractérisé Setaria italica 1323 0.0 92.94%
rsl 274583477 C/G 1 274583477 Direct CDS Pgl GLEAN 10004445 NACI Setaria italica 325 4,00E-111 83.98%
rs1_809090 G/A 1 809090 Indirect Inter-génique
rs2 17691169  A/T 2 17691169 Direct CDS Pgl GLEAN 10002066 Non caractérisé Setaria italica 1226 0.0 88.33%
rs2 214640382 C/T 2 214640382 Indirect Inter-génique
rs2_ 505979 T/C 2 505979 Indirect Inter-génique
rs2_ 91628557 C/T 2 91628557 Indirect Inter-génique
rs2 91628558 C/T 2 91628558 Indirect Inter-génique
rs3 31892095 T/G 3 31892095 Indirect Inter-génique
rs4 14047671  G/A 4 14047671 Direct CDS Pgl GLEAN 10007732  LRR-RLKs Panicum miliaceum 1546 0.0 78.53%
rs4 2024746 G/C 4 2024746 Indirect Inter-génique
rs5 134902680 C/T 5 134902680 Direct CDS Pgl GLEAN 10029328 SRRM1 Setaria italica 584 0.0 78.63%
rs5 141923948 T/C 5 141923948 Direct CDS Pgl GLEAN 10009101  RS-rich 19 Setaria italica 701 0.0 87.64%
rs6_ 216688877 T/C 6 216688877 Direct CDS Pgl GLEAN 10030550 Non caractéris¢ Dichanthelium oligosanthes 51.6 6,00E-05 55.36%
rs6_28155063 C/T 6 28155063 Direct CDS Pgl GLEAN 10017678 Non caractérisé Setaria italica 636 0.0 88.86%
rs6_75259866  A/T 6 75259866 Indirect Inter-génique
rs6 81072492  G/A 6 81072492 Direct CDS Pgl GLEAN 10004087 DRP 1 Setaria italica 1020 0.0 83.60%
rs7 10827013 T/C 7 10827013 Direct CDS Pgl GLEAN 10023229 Non caractérisé Setaria italica 1330 0.0 87.99%
rs7_6854339 T/G 7 6854339 Indirect Inter-génique
rs7 81434382  A/C 7 81434382 Indirect Inter-génique
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DISCUSSION

L’analyse de diversité génétique réalisée sur les marqueurs SNPs obtenus a travers cette étude
a confirmé les résultats obtenus dans les chapitres précédents, avec différents types de
marqueurs (SSRs). Ces observations confortent davantage la qualité des différents types de

marqueurs utilisés dans cette thése et aussi la qualité des différentes analyses réalisées.

Dans cette étude, nous avons utilisé un modele linéaire mixte (MLM), pour analyser les
associations possibles entre marqueurs génétiques et traits phénotypiques sur la core collection
de mil du Sénégal. Le modéle MLLM est connu comme étant un modele puissant pour réduire
les faux positifs. Les diagrammes quantile-quantile obtenus dans cette étude illustre, la capacité
de ce modele a prendre en compte les effets de structure et de relations cryptiques entre

individus.

Les meilleures correspondances obtenues lors du blast des séquences de genes, I’ont été avec
I’espéce Setaria italica, avec 8 correspondances sur les 10 séquences blastées. Ces résultats

confirment davantage la proximité déja établie entre le mil et la setaire.

La moitié des geénes qui sont associés a des caractéres de différenciation entre Souna et Sanio
dans notre étude, est constituée de génes qui codent pour des protéines non encore identifiées.
Certains des geénes documentés dont les fonctions sont connues, qui sont associés a des
caracteres de différenciation entre Souna et Sanio, sont des genes codant pour des facteurs de
transcription (NAC) ou des facteurs d’épissage (RS-rich 19 et SRRM1). D’autres genes codent
pour des protéines qui interviennent dans la réception de signaux transmembranaires (LRR-

RLK) ou des protéines cytoplasmiques (DRP1).

Les genes RS-rich 19 et SRRM1 codent pour des protéines appartenant a une famille (protéines
RS) qui joue un réle cl¢ dans la régulation de I’expression des genes (Shepard and Hertel, 2009)

et serait aussi impliquées dans la réponse des plantes aux stress abiotiques (Duque, 2011).

Le gene DRP1 code pour une famille de protéines cytoplasmiques appelées dynamine qui sont
impliquées dans I’endocytose cellulaire (Bednarek and Backues, 2010). Vitamvas et al., (2015)
auraient identifié, a travers une analyse protéomique, un différentiel d’expression de la
dynamine chez des plantes d’orge sous différentes conditions hydriques. Cependant, aucune
étude précédente n’aurait reporté des observations similaires chez les céréales (Vitamvas et al.,

2015).
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Les LRR-RLKs sont des récepteurs a activité tyrosine kinase qui joueraient un role dans un
grand nombre de voies de transduction de signaux liées aux réponses hormonales et a des stress
abiotiques (Colette et al., 2011). En effet certaines protéines appartenant a cette famille de génes
comme ERECTA ont été associées a 1’adaptation a la sécheresse chez le haricot (Blair et al.,

2016) et chez Arabidopsis thaliana (Masle et al., 2005).

Le géne NAC code pour des protéines qui constituent 1’'une des plus grandes familles de facteurs
de transcription des plantes (Jensen et al., 2010a). Ce sont des régulateurs clé intervenant dans
la perception du stress et dans le développement de la plante (Jensen et al., 2010b). En effet des
¢tudes ont mis en évidence leur implication dans la résistance au stress abiotiques comme le
stress salin chez la tomate (Chen et al., 2009). Elles seraient aussi impliquées dans la résistance
a la sécheresse chez le haricot (Wu et al., 2016), le soja (Hussain et al., 2017) et chez le riz
(Chung et al., 2018). Chez Arabidopsis thaliana et chez le riz, des études utilisant une approche
biotechnologique, ayant produit des plantes transgéniques par la surexpression du facteur NAC
ont permis d’améliorer leur tolérance a la sécheresse (Nakashima et al., 2012). D’autres
¢tudes d’expressions de ce gene, menées sur le Peuplier de I'Euphrate ont suggéré que la
capacité de cette plante a s’adapter a des environnements de haute salinité et de sécheresse

pourrait étre liée aux profils d’expressions différentiels de certaines protéines de ce géne NAC.

Il semble donc que la plupart des genes associés aux caractéres de différenciation entre Souna
et Sanio, soient impliqués dans la résistance aux stress abiotiques et a 1’adaptation a la
sécheresse. Les Souna et Sanio du Sénégal présentent une disposition géographique qui suit un
gradient climatique de pluviométrie. Il n’est donc absolument pas surprenant que la plupart des
génes associés a la différentiation de ces deux morphotypes soient des genes jouant un role la

résistance aux stress abiotiques (surtout la sécheresse) et dans 1’adaptation des plantes.
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CONCLUSION

Cette étude a permis d’identifier 21 marqueurs SNPs et 10 de génes candidats associés a des
traits qui interviennent dans la différentiation des morphotypes du mil au Sénégal et des traits
phrénologiques. Elle a permis de disposer ainsi de nouveaux outils génétiques et génomiques

du mil.

Grace a cette étude, des milliers de marqueurs SNPs sont a présent disponibles dans la core
collection de mil du Sénégal. Des bases génétiques des traits de différenciation entre
morphotypes Souna et Sanio du mil sont identifiées et mieux connues. Les résultats ainsi
obtenus pourront servir aux sélectionneurs dans les programmes de sélections assistées par
marqueurs. Ils pourraient aussi étre utilisés pour la biologie évolutive afin de comprendre
I’histoire évolutive du mil qui lui a permis de passer du mil sauvage aux deux morphotypes

observés actuellement au Sénégal (Souna et Sanio).

En perspectives, il serait important d’adjoindre a cette étude d’association, des études
génétiques fonctionnelles : (1) afin d’étudier la régulation de I’expression des genes chez le mil,
car méme si certains de leurs orthologues sont documentés chez d’autres especes, d’autres sont
a I’état hypothétique et peu sont documentés chez le mil. En effet, il peut exister des différences
fonctionnelles entre génes orthologues d’une espéce a 1I’autre comme c¢’est le cas du géne Hd!
chez le riz comparé a son orthologue chez Arabidopsis (Tsuji et al.,, 2011). (2) Afin
d’approfondir les connaissances en génétique fonctionnelle sur ces génes comme par exemple,
I’identification de différentiels d’expressions de ces genes en fonction des phases de

développement du mil.
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CHAPITRE V : CONCLUSION
GENERALE ET PERSPECTIVES
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CONCLUSION

A I’entame de ces travaux de thése, 1’état des ressources phytogénétiques de mil du Sénégal
n’était pas bien connu. En effet, la conservation qui en était faite n’était pas représentative de
la diversité génétique des accessions rencontrées au Sénégal. En plus, leur connaissance surtout

sur le plan génétique faisait défaut.

Ce travail a permis de réaliser une collection constituée de quatre cent soixante-dix-sept (477)
accessions en couvrant tout le territoire national. Ces accessions ont été évaluées sur le plan
génétique (neutre et adaptative) et sur le plan agro-morphologique. Ces études morphologiques
et génétiques ont permis d’en sélectionner 91 accessions ayant capturer au mieux la diversité
de cette collection. Cette diversité comparée a la diversité de mils de la sous-région a montré
que les mils du Sénégal ont une large variabilité. Ces études ont aussi permis de distinguer
clairement Souna et Sanio aussi bien au niveau génétiques, par une analyse bayésienne, que
morphologiques. Cette étude poussée sur le plan morphologique au sein de ces différents pools
génétiques a révélé que trois sous-groupes pour le Souna se distinguent en fonction du
rendement en grains et en ¢épi, de la longueur de I’épi, de la circonférence de 1’épi, la hauteur
de la plante, le nombre d’entrenceuds, la longueur et largeur de la feuille paniculaire et de
I’incidence du mildiou et trois sous-groupes pour le Sanio se distinguent en fonction du
rendement en épi, la date de floraison et la longueur de la feuille paniculaire. Pour adresser cette
différenciation entre Souna et Sanio, de maniére fine, nous avons utilisé les nouvelles
technologies de séquencage dont le GBS et avons identifi¢ six caractéres morphologiques de
différentiation de ces derniers a savoir la date d’épiaison et de floraison, la biomasse, la hauteur
de la plante, le nombre moyen d’entrenceuds et le nombre de talles productives. Vingt-et-un
(21) SNPs associés a ces caracteres ont €té détectés, grace a une étude d’associations génotypes-
phénotypes (GWAS), dont onze (11) de ces SNPs se situent dans des régions inter-géniques du
génome du mil et dix (10) dans des régions géniques. Certains de ces genes associés a ces
caractéres de différenciation entre Souna et Sanio sont impliqués dans 1’adaptation et la
résistance au stress environnementaux. Enfin, des associations supplémentaires de marqueurs
des genes adaptatifs PePHYC et PgMADS1 1 par rapport a cette différentiation ont été obtenus.
Tous les SNPs des génes PgPHYC, PgMADSI11 et des genes issus du GWAS peuvent étre

validés et utilisés dans les programmes de sélection.
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PERSPECTIVES

Par préoccupation du devenir cette diversité du mil du Sénégal en réponse aux prévision des
changements climatiques, une modé¢lisation de I’adaptation du mil suivant les scénarii futurs
prédits par le GIEC (Groupe d’experts intergouvernemental sur 1’évolution du climat) a été
initiée. Les résultats préliminaires montrent que dans les 50 ans a venir, le mil sera préservé au

Sénégal mais par contre, les zones de cultures vont changer.

Dans le souci d’avoir un suivi dynamique de la diversité des ressources de mils cultivés du
Sénégal, il serait aussi intéressant de procéder a des échantillonnages temporels de I’ordre d’une
a deux décennies. Ce qui permettrait de savoir vers quel scénario futur évolueraient ces mils et

de pouvoir anticiper dans leur gestion et leur valorisation.

Beaucoup de programmes de sélection ont été réalisés pour la précocité de floraison (Souna)
laissant de coté les Sanio. Il serait intéressant de mieux utiliser cette diversité du mil en intégrant
les Sanio qui n’ont pas encore été exploités et qui présentent pourtant des traits d’intéréts a
prendre en compte dans les schémas de sélection considérant I’aspect cultures a double usage.
Ces schémas pourraient permettre de produire, par exemple, des hybrides pour les caractéres

de rendement en grain et en paille et de précocité, en croisant Souna et Sanio.
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ANNEXES

Annexe 1 : Les banques de genes a travers le monde. La hauteur de la barre traduit le

nombre d’entrées conservées. Les barres en beige sont les banques de génes internationales et
les barres en bleu sont des banques de génes nationales.
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Annexe 2

Tableau 1 : Accessions de la collection et données passeports

Echantillon v;rr);g teal Latitude Longitude Date_de_collecte Region
N 01-14 Souna 15,3985 -16,63315 01/09/2013 Louga
N 02-14 Souna 15,3725667 -16,45835 01/09/2013 Louga
N _03-14 Souna 16,3533833  -16,2745167 01/09/2013 Louga
N _05-14 Souna 15,2446333  -15,9704333 01/09/2013 Louga
N 07-14 Souna 15,8697833  -15,5883667 01/09/2013 Louga
N _08-14 Souna 16,5199167  -15,3347167 02/09/2013 ST-Louis
N _09-14 Souna 16,1805167  -14,0003167 02/09/2013 ST-Louis
N _10-14 Souna 16,0680333 -13,91145 02/09/2013 ST-Louis
N _11-14 Souna 16,0527333  -13,7529667 02/09/2013 ST-Louis
N _12-14 Souna 15,9504333 -13,57325 03/09/2013 Matam
N _13-14 Souna 15,9504333 -13,57325 03/09/2013 Matam
N _14-14 Souna 15,67245 -13,3986667 03/09/2013 Matam
N _16-14 Souna 15,4550333  -13,1847167 03/09/2013 Matam
N_176-14 Souna 12,9923167  -15,7579333 17/12/2013 Sédhiou
N _177-14 Souna 12,8368833 -15,18055 19/12/2013 Sédhiou
N_178-14 Souna 12,83605 -15,18145 19/12/2013 Sédhiou
N_179-14 Souna 12,8372 -15,1804667 19/12/2013 Sédhiou
N_180-14 Souna 13,7883667  -14,8532167 11/02/2014 Kaffrine
N_181-14 Souna 13,7876667  -14,8563167 11/02/2014 Kaffrine
N_18-14 Souna 15,0847667  -12,9015333 03/09/2013 Matam
N_182-14 Souna 13,7902 -14,8529 11/02/2014 Kaffrine
N_183-14 Souna 13,7879333  -14,8526667 11/02/2014 Kaffrine
N_185-14 Souna 13,7793333  -14,8340667 11/02/2014 Kaffrine
N_187-14 Souna 13,7790333  -14,8351667 11/02/2014 Kaffrine
N_188-14 Souna 13,8554167 -14,9027 12/02/2014 Kaffrine
N_189-14 Souna 13,854 -14,9033 12/02/2014 Kaffrine
N_190-14 Souna 13,8536167  -14,9030833 12/02/2014 Kaffrine
N _191-14 Souna 13,8536167  -14,9030833 12/02/2014 Kaffrine
N _19-14 Souna 14,9976167 -12,63385 03/09/2013 Matam
N_192-14 Souna 13,8545333 -14,90305 12/02/2014 Kaffrine
N_194-14 Souna 13,8488667  -14,8528667 12/02/2014 Kaffrine
N_196-14 Souna 13,848 -14,8519667 12/02/2014 Kaffrine
N_198-14 Souna 13,8473667  -14,8530667 12/02/2014 Kaffrine
N_200-14 Souna 13,8468167 -14,85185 12/02/2014 Kaffrine
N _201-14 Souna 13,9053667  -14,8672167 13/02/2014 Kaffrine
N _20-14 Souna 14,8756333 -12,497 03/09/2013 Tamba
N_202-14 Souna 13,9058 -14,8661833 13/02/2014 Kaffrine
N _203-14 Souna 13,9055167  -14,8693667 13/02/2014 Kaffrine
N _204-14 Souna 13,90805 -14,8663667 13/02/2014 Kaffrine
N_205-14 Souna 13,90805 -14,8663667 13/02/2014 Kaffrine
N_206-14 Souna 13,90805 -14,8663667 13/02/2014 Kaffrine
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Type

Echantillon varietal Latitude Longitude  Date_de_collecte Region
N_208-14 Souna 13,9047333  -14,8681667 13/02/2014 Kaffrine
N_209-14 Souna 13,90715 -14,87005 13/02/2014 Kaffrine
N_210-14 Souna 13,9052833  -14,8694833 13/02/2014 Kaffrine
N 211-14 Souna 13,8752833  -14,9212333 13/02/2014 Kaffrine
N 21-14 Souna 13,775 -13,7513 04/09/2013 Tamba
N_213-14 Souna 13,8749 -14,9213833 13/02/2014 Kaffrine
N 22-14 Souna 13,9167167 -14,2136 04/09/2013 Tamba
N 23-14 Souna 14,1039667  -15,4665333 04/09/2013 Kaffrine
N _24-14 Souna 14,0845667  -15,6105333 04/09/2013 Kaffrine
N _25-14 Souna 15,65725 -16,3975333 14/11/2013 Louga
N _26-14 Souna 15,65515 -16,325 14/11/2013 Louga
N 29-14 Souna 15,96935 -15,9673 15/11/2013 Louga
N_30-14 Souna 15,7943333  -15,9374833 15/11/2013 Louga
N_31-14 Souna 15,7277 -16,06485 15/11/2013 Louga
N_32-14 Souna 15,6118167  -16,0275333 15/11/2013 Louga
N_33-14 Souna 15,521 -13,4082667 16/11/2013 Matam
N_34-14 Souna 15,3936833 -13,5365 16/11/2013 Matam
N_35-14 Souna 15,2525833  -14,0531667 16/11/2013 Matam
N 36-14 Souna 15,2199667 -14,33165 16/11/2013 Matam
N 38-14 Souna 15,4030167  -15,1578333 17/11/2013 Louga
N 39-14 Souna 15,3264 -14,8721833 17/11/2013 Louga
N 40-14 Souna 15,1395 -14,9518167 17/11/2013 Louga
N 41-14 Souna 14,9661333  -15,0417833 17/11/2013 Louga
N 42-14 Souna 15,4018333 -15,13495 17/11/2013 Louga
N_43-14 Souna 14,8240333  -15,3079833 17/11/2013 Louga
N_44-14 Souna 13,8065833  -13,5814667 08/04/2014 Tamba
N_47-14 Souna 13,5659667  -13,5659667 08/04/2014 Matam
N_48-14 Souna 14,4895 -13,5328333 09/04/2014 Matam
N_49-14 Souna 14,37465 -13,5308 09/04/2014 Tamba
N_50-14 Souna 14,2719333  -13,5897667 09/04/2014 Tamba
N 51-14 Souna 14,1518 -13,6285333 09/04/2014 Tamba
N 52-14 Souna 14,0617333  -13,6718167 09/04/2014 Tamba
N 53-14 Souna 13,02195 -13,6584 09/04/2014 Tamba
N 54-14 Souna 13,8818167 -13,64275 09/04/2014 Tamba
N 56-14 Souna 13,9579 -13,3404333 09/04/2014 Tamba
N_57-14 Souna 13,88645 -13,4702167 09/04/2014 Tamba
N_58-14 Souna 15,2789833 -13,58135 09/04/2014 Matam
N_59-14 Souna 13,9431 -14,6115667 08/01/2014 Tamba
N_60-14 Souna 13,8158167 -14,4367 08/01/2014 Tamba
N_61-14 Souna 13,9413333  -14,2969833 08/01/2014 Tamba
N_62-14 Souna 14,0495333  -14,3091333 08/01/2014 Tamba
N_63-14 Souna 13,7974333  -14,1404167 08/01/2014 Tamba
N_64-14 Souna 13,7374 -14,2404667 08/01/2014 Tamba
N_65-14 Souna 13,8424167 -14,1097 08/01/2014 Tamba
N_66-14 Souna 13,7897167  -13,7758833 09/01/2014 Tamba
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Type

Echantillon varietal Latitude Longitude  Date_de_collecte Region
N_67-14 Souna 13,8892833 -13,68905 09/01/2014 Tamba

N_68-14 Souna 13,9100167  -13,4265333 10/01/2014 Tamba

N_69-14 Souna 14,0506 -13,4041333 10/01/2014 Tamba

N_70-14 Souna 13,29605 -13,3517667 11/01/2014 Tamba

N_71-14 Souna 13,6623333 -13,67045 11/01/2014 Tamba

N 72-14 Souna 12,9783333  -14,7392667 14/01/2014 Kolda

N _73-14 Souna 13,2173167  -14,6180333 14/01/2014 Kolda

N_75-14 Souna 12,7745333  -15,0942667 15/01/2014 Kolda

N_76-14 Souna 12,8485167  -15,0345333 15/01/2014 Kolda

N _77-14 Souna 12,73825 -15,1627833 12/02/2014 Sédhiou
N_78-14 Souna 12,8047 -15,1346667 13/02/2014 Sédhiou
N _79-14 Souna 12,8446167 -15,43995 13/02/2014 Sédhiou
N_80-14 Souna 12,9725333 -15,6103 15/02/2014 Sédhiou
N_81-14 Souna 13,1173333 -15,59185 15/02/2014 Sédhiou
N_82-14 Souna 13,1157333  -15,5931167 15/02/2014 Sédhiou
N_83-14 Souna 13,2411333  -15,5559333 15/02/2014 Sédhiou
PLS 01 Souna 14,5927389 -15,6397 1992 Fatick

PLS 02 Souna 14,483 -15,5 1992 Kaffrine
PLS 03 Souna 14,4166667  -15,5833333 1992 Kaffrine
PLS 05 Souna 14,3650611  -15,7497889 1992 Kaffrine
PLS 10 Souna 14,1333333  -15,8833333 1992 Kaffrine
PLS 100 Souna NA NA 1993 Diourbel
PLS 101 Souna 14,7399028  -16,1095806 1993 Diourbel
PLS 103 Souna 14,754799 -16,3499821 1993 Diourbel
PLS 104 Souna 14,8333333 -16,15 1993 Diourbel
PLS 106 Souna 14,8943722  -16,2036778 1993 Diourbel
PLS 107 Souna 14,6666667  -16,3333333 1993 Diourbel
PLS 108 Souna NA NA 1993 Diourbel
PLS 11 Souna 14,1333333 -15,75 1992 Kaffrine
PLS 111 Souna 14,7666667 -16,3 1993 Diourbel
PLS 112 Souna 14,8833333  -16,2166667 1993 Diourbel
PLS 113 Souna 14,8564659  -16,1572591 1993 Diourbel
PLS 114 Souna 14,9600008  -16,3308025 1993 Diourbel
PLS 115 Souna 14,9533414  -16,2989732 1993 Diourbel
PLS 116 Souna 14,9333333 -16,2 1993 Diourbel
PLS 117 Souna NA NA 1993 Diourbel
PLS 118 Souna 14,8666667  -15,9833333 1993 Diourbel
PLS 12 Souna 13,8195611  -15,4367417 1992 Kaffrine
PLS 120 Souna 14,8 -16,0166667 1993 Diourbel
PLS 121 Souna 14,8964472  -15,9541139 1993 Diourbel
PLS 123 Souna 14,95 -15,8833333 1993 Diourbel
PLS 124 Souna 15,6502778  -16,0477778 1993 Louga

PLS 125 Souna 14,9666667  -15,7833333 1993 Louga

PLS 127 Souna 14,7227944  -15,8300472 1993 Diourbel
PLS 129 Souna 14,5666667 -15,95 1993 Diourbel
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PLS 13 Souna 14,1833333  -15,4333333 1992 Kaffrine
PLS 130 Souna 14,7166667  -15,8333333 1993 Diourbel
PLS 131 Souna 14,7333333 -16 1993 Diourbel
PLS 137 Souna 15,0666667  -16,3333333 1993 Thies
PLS 138 Souna 15,1769444  -16,5697222 1993 Thies
PLS 14 Souna 14,2833333 -15,3 1992 Kaffrine
PLS 140 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 147 Souna 14,9394361  -16,4190528 1993 Diourbel
PLS 15 Souna 14,3666667 -15,2 1992 Kaffrine
PLS 150 Souna 14,7833333  -16,4166667 1993 Diourbel
PLS 151 Souna 15 -16,4166667 1993 Thies
PLS 153 Souna 14,8166667  -16,7666667 1993 Thies
PLS 154 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 155 Souna 14,6391667  -17,0877778 1993 Thies
PLS 157 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 158 Souna 14,7 -16,95 1993 Thies
PLS 159 Souna 14,6833333 -16,85 1993 Thies
PLS 16 Souna NA NA 1992 Tamba
PLS 160 Souna 14,6833333  -16,7166667 1993 Thies
PLS 161 Souna 14,6833333 -16,65 1993 Thies
PLS 162 Souna 14,5666667  -16,6166667 1993 Thies
PLS 163 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 164 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 166 Souna 14,389505 -16,7072358 1993 Fatick
PLS 167 Souna 14,302254  -16,7329627 1993 Thies
PLS 170 Souna 14,3 -16,8666667 1993 Thies
PLS 171 Souna 14,35 -16,8166667 1993 Thies
PLS 173 Souna 14,6286623  -16,7617644 1993 Thies
PLS 174 Souna 14,4833333 -16,95 1993 Thies
PLS 175 Souna 14,45 -16,9333333 1993 Thies
PLS 176 Souna 14,4572222 -17,01 1993 Thies
PLS 177 Souna 14,5402778  -17,0636111 1993 Thies
PLS 178 Souna 14,5577778  -17,0655556 1993 Thies
PLS 179 Souna 14,5575 -17,1138889 1993 Thies
PLS 18 Souna 13,8250611  -15,1375889 1992 Kaffrine
PLS 180 Souna 14,6275 -17,1058333 1993 Thies
PLS 181 Souna 14,95 -16,9833333 1993 Thies
PLS 182 Souna 14,9053549 -16,861726 1993 Thies
PLS 183 Souna 14,9666667 -16,9 1993 Thies
PLS 184 Souna 14,9166667  -16,9333333 1993 Thies
PLS 185 Souna 14,9333333  -16,9833333 1993 Thies
PLS 186 Souna 15,25 -16,5166667 1993 Thies
PLS 187 Souna 15,3667722 -16,5428 1993 Louga
PLS 188 Souna 15,8333333 -16,3 1993 Louga
PLS 189 Souna 15,1666667  -16,1166667 1993 Louga
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PLS 19 Souna 13,8275306  -15,1830944 1992 Kaffrine
PLS 190 Souna 15,5666667  -16,5333333 1993 Louga
PLS 191 Souna 15,3 -16,6833333 1993 Louga
PLS 192 Souna 15,2333333  -16,6666667 1993 Thies
PLS 193 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 194 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 195 Souna 15,1769444 -16,7425 1993 Thies
PLS 196 Souna 15,1175 -16,68 1993 Thies
PLS 197 Souna 14,565 -17,1255556 1993 Thies
PLS 198 Souna 14,9333333  -16,3666667 1993 Diourbel
PLS 199 Souna 14,7727167  -16,5334667 1993 Diourbel
PLS 20 Souna 13,9833333 -14,8 1992 Kaffrine
PLS 200 Souna 14,8021248  -16,5528833 1993 Diourbel
PLS 201 Souna 14,7333333  -16,4166667 1993 Diourbel
PLS 202 Souna 15,1097222  -16,6216667 1993 Diourbel
PLS 203 Souna 14,7727167  -16,5334667 1993 Diourbel
PLS 204 Souna 14,9008778  -16,4450861 1993 Diourbel
PLS 206 Souna 14,7727167  -16,5334667 1993 Diourbel
PLS 207 Souna 14,771725 -16,5331047 1993 Diourbel
PLS 208 Souna 15,1287972  -16,6568056 1993 Diourbel
PLS 209 Souna 14,8056833 -16,57075 1993 Diourbel
PLS 210 Souna NA NA 1993 Diourbel
PLS 211 Souna 14,82355 -16,4164 1993 Diourbel
PLS 212 Souna 14,7981 -16,5469833 1993 Diourbel
PLS 213 Souna 14,7974194  -16,5469693 1993 Diourbel
PLS 214 Souna 14,7974194  -16,5469693 1993 Diourbel
PLS 216 Souna 14,9971074  -16,7584134 1993 Diourbel
PLS 217 Souna 14,819375 -16,4457722 1993 Diourbel
PLS 22 Souna 14,04475 -15,161725 1992 Kaffrine
PLS 220 Souna 14,8021248  -16,5528833 1993 Diourbel
PLS 221 Souna 14,9380417 -16,3741 1993 Diourbel
PLS 222 Souna 14,9971074  -16,7584134 1993 Diourbel
PLS 223 Souna 14,9110528  -16,2700694 1993 Diourbel
PLS 224 Souna 14,4333333 -16,8 1993 Thies
PLS 225 Souna NA NA 1993 Diourbel
PLS 226 Souna 15,5333333  -16,2166667 1993 Louga
PLS 227 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 228 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 23 Souna 14,0354139  -15,6454861 1992 Kaffrine
PLS 230 Souna 15,0376971  -16,2503158 1993 Thies
PLS 231 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 232 Souna NA NA 1993 Thies
PLS 235 Souna 15,0376971  -16,2503158 1993 Thies
PLS 24 Souna 13,9137639  -15,6676472 1992 Kaffrine
PLS 25 Souna 13,8333333  -15,4333333 1992 Kaffrine
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PLS 26 Souna 13,8333333  -15,4166667 1992 Kaolack
PLS 27 Souna 13,6101833 -16,03855 1992 Kaolack
PLS 29 Souna 13,6163667  -15,6044528 1992 Kaolack
PLS 30 Souna 13,6271222  -15,6427194 1992 Kaolack
PLS 301 Souna 14,0833333  -16,1333333 2010 Kaolack
PLS_302 Souna 13,61 -16,3833333 2010 Fatick

PLS 303 Souna 14,0572194  -16,0493222 2010 Kaolack
PLS 304 Souna 13,6833333  -16,1166667 2010 Kaolack
PLS 305 Souna 13,7333333 -16 2010 Kaolack
PLS 307 Souna 13,7 -15,8333333 2010 Kaolack
PLS 308 Souna 13,65 -15,6333333 2010 Kaolack
PLS 309 Souna 13,7712611  -15,5870111 2010 Kaolack
PLS 31 Souna 13,7166667  -15,4333333 1992 Kaolack
PLS 310 Souna 13,65 -15,5833333 2010 Kaolack
PLS 312 Souna 13,7833333 -15,75 2010 Kaolack
PLS 313 Souna 13,8666667  -15,6333333 2010 Kaffrine
PLS 314 Souna 14,0692806  -15,9332694 2010 Kaffrine
PLS 315 Souna 14,1333333 -15,55 2010 Kaffrine
PLS 316 Souna 14,1180348  -15,7362926 2010 Kaffrine
PLS 317 Souna 14,0187757  -15,4781766 2010 Kaffrine
PLS 318 Souna 14,0187757  -15,4781766 2010 Kaffrine
PLS 319 Souna 13,8279611  -15,4053444 2010 Kaffrine
PLS 32 Souna 13,6906139  -15,8300556 1992 Kaolack
PLS 320 Souna 13,8100139  -15,4020417 2010 Kaffrine
PLS 321 Souna 14,145301 -14,9898724 2010 Kaffrine
PLS 322 Souna 14,0166667 -15,3 2010 Kaffrine
PLS 325 Souna 13,9749165  -14,9407421 2010 Kaffrine
PLS 326 Souna 14 -14,7666667 2010 Kaffrine
PLS 327 Souna NA NA 2010 Matam
PLS 328 Souna NA NA 2010 Matam
PLS 329 Souna NA NA 2010 Matam
PLS 33 Souna 13,93205 -16,1872222 1992 Kaolack
PLS 330 Souna NA NA 2010 Matam
PLS 331 Souna NA NA 2010 Matam
PLS 35 Souna 13,9391 -15,9456917 1992 Kaolack
PLS 36 Souna 13,9629556  -15,9501944 1992 Kaolack
PLS_37 Souna 14,0166667  -16,0333333 1992 Kaolack
PLS_38 Souna 13,767475 -15,9983472 1992 Kaolack
PLS 39 Souna 13,8246013 -16,266913 1992 Fatick

PLS 40 Souna 13,8009361  -16,3272472 1992 Fatick

PLS 41 Souna NA NA 1992 Fatick

PLS 42 Souna 14,1 -15,6166667 1992 Kaolack
PLS 43 Souna 14,0889639  -16,1672278 1992 Kaolack
PLS 44 Souna 14,0858917  -16,0683861 1992 Kaolack
PLS 45 Souna 14,2166667  -16,2333333 1992 Kaolack
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varietal

PLS_46 Souna 14,9666667  -16,8666667 1992 Thies
PLS 47 Souna 14,2833306 116,75 1992 Fatick
PLS 48 Souna 142271944 -16,5775917 1992 Fatick
PLS 49 Souna 142265278 -16,6050944 1992 Fatick
PLS_50 Souna 143906214 -16,6609008 1992 Thies
PLS 52 Souna 144250056 -16,6070278 1992 Fatick
PLS 54 Souna 14,0391658  -16,3180106 1992 Fatick
PLS 56 Souna 143469806 -16,7404556 1992 Fatick
PLS 57 Souna 143610444 -16,7076972 1992 Fatick
PLS 61 Souna 145333333 -16,4333333 1992 Fatick
PLS 64 Souna NA NA 1992 Fatick
PLS 66 Souna 144166667  -16.2166667 1992 Fatick
PLS 67 Souna 14,5422417  -16,2559861 1992 Fatick
PLS 68 Souna 1471015 -16,5211833 1993 Diourbel
PLS 69 Souna 14,6666667  -16,5333333 1993 Diourbel
PLS_70 Souna 14,6403833  -16,5052667 1993 Diourbel
PLS 71 Souna 147666667  -16,6333333 1993 Diourbel
PLS 72 Souna 147211167 -16,5672833 1993 Diourbel
PLS 73 Souna 147609667  -16,5764167 1993 Diourbel
PLS 74 Souna 147922833 -16,6055667 1993 Diourbel
PLS 75 Souna 148023333 -16,5363111 1993 Diourbel
PLS 77 Souna 147219833 -16,5631333 1993 Diourbel
PLS 79 Souna 147638833 -16,7972333 1993 Diourbel
PLS_80 Souna 149720333 -16,46045 1993 Diourbel
PLS 81 Souna NA NA 1993 Diourbel
PLS 82 Souna 14,7666667 116,45 1993 Diourbel
PLS 83 Souna 14,8144917  -164113611 1993 Diourbel
PLS 84 Souna 14,6623333  -16,3363167 1993 Diourbel
PLS 85 Souna 14,75 -16,3833333 1993 Diourbel
PLS 87 Souna 14,7333333 16,4 1993 Diourbel
PLS 88 Souna 150010361 -16,4048139 1993 Diourbel
PLS 89 Souna 14,6749667  -16,3530667 1993 Diourbel
PLS 90 Souna 14,6261167  -16,3946333 1993 Diourbel
PLS 91 Souna 146217833 -16,4608167 1993 Diourbel
PLS 92 Souna 14,6869 -16,47535 1993 Diourbel
PLS 93 Souna 14,6453144  -16,3234063 1993 Diourbel
PLS 94 Souna 146417722 -16,4346972 1993 Diourbel
PLS 95 Souna 14,6150667  -16,152225 1993 Diourbel
PLS 97 Souna 14,6 16,15 1993 Diourbel
PLS 98 Souna 14,6027949  -16,2080732 1993 Diourbel
THIALACK LOCAL  Souna NA NA NA NA
N 119-14 Sa“(‘:‘(’)jrfpls 146696  -12.8493667  13/01/2014 Kolda
N_100-14 Sanio 14,0506 -13,4041333  10/01/2014 Tamba
N _101-14 Sanio 139881833 -13,0048833  10/01/2014 Tamba
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N 103-14 Sanio 13,71625 -13,6443333 11/01/2014 Tamba
N_105-14 Sanio 13,5654667 -13,56065 11/01/2014 Tamba
N _106-14 Sanio 13,44585 -13,4326833 11/01/2014 Tamba
N _107-14 Sanio 13,2926167  -13,3553167 11/01/2014 Tamba
N_108-14 Sanio 13,3087333  -13,2479667 11/01/2014 Tamba
N _109-14 Sanio 13,2133833 -13,11025 11/01/2014 Tamba
N_110-14 Sanio 13,6700667  -13,6625833 11/01/2014 Tamba
N 111-14 Sanio 13,4453667 -13,75645 12/01/2014 Kolda
N _112-14 Sanio 13,2571333  -13,9076167 12/01/2014 Kolda
N _113-14 Sanio 13,1718333 -14,03855 12/01/2014 Kolda
N _115-14 Sanio 13,01735 -14,0125833 12/01/2014 Kolda
N 116-14 Sanio 12,88605 -14,1242667 12/01/2014 Kolda

N _117-14 Sanio 12,7459667  -14,1638667 12/01/2014 Kolda

N _118-14 Sanio 12,8481667  -14,8305833 13/01/2014 Kolda
N _121-14 Sanio 12,87985 -14,53065 13/01/2014 Kolda
N _123-14 Sanio 12,9229833  -14,9146333 14/01/2014 Kolda
N_126-14 Sanio 13,2180667 -14,6179 14/01/2014 Kolda
N_127-14 Sanio 13,4002333  -14,8208667 14/01/2014 Kolda
N 128-14 Sanio 13,40425 -14,9494333 15/01/2014 Kolda
N 130-14 Sanio 12,694 -14,8721 15/01/2014 Kolda
N 131-14 Sanio 12,67875 -15,3436 12/02/2014 Sédhiou
N 132-14 Sanio 12,6026 -15,4985167 12/02/2014 Sédhiou
N 133-14 Sanio 12,4983667  -15,6091667 12/02/2014 Sédhiou
N 134-14 Sanio 12,5753 -15,9319833 13/02/2014 Sédhiou
N_136-14 Sanio 12,7318 -15,5294667 13/02/2014 Sédhiou
N_138-14 Sanio 12,6233667  -15,6239333 14/02/2014 Sédhiou
N_139-14 Sanio 12,6206 -15,7859333 14/02/2014 Sédhiou
N_140-14 Sanio 12,6729167  -15,9446667 14/02/2014 Sédhiou
N_141-14 Sanio 12,7943167  -15,9693333 14/02/2014 Sédhiou
N_142-14 Sanio 12,8639667  -15,8705167 14/02/2014 Sédhiou
N _144-14 Sanio 13,0265833  -15,7334333 15/02/2014 Sédhiou
N _145-14 Sanio 12,9760833 -15,9164 15/02/2014 Sédhiou
N _146-14 Sanio 12,8855167 -16,06785 15/02/2014 Ziguinchor
N 147-14 Sanio 12,6735167  -16,2098833 16/02/2014 Ziguinchor
N _148-14 Sanio 12,7092167  -16,0564833 16/02/2014 Ziguinchor
N_149-14 Sanio 12,8274667  -16,2525333 16/02/2014 Ziguinchor
N_151-14 Sanio 12,82285 -16,52385 16/02/2014 Ziguinchor
N_152-14 Sanio 12,8461167 -16,4167167 16/02/2014 Ziguinchor
N_153-14 Sanio 12,7592167 -16,23765 17/02/2014 Ziguinchor
N_154-14 Sanio 12,9078167 -16,4024 17/02/2014 Ziguinchor
N_155-14 Sanio 12,9983 -16,5512667 17/02/2014 Ziguinchor
N_156-14 Sanio 12,9961667  -16,5511833 17/02/2014 Ziguinchor
N_157-14 Sanio 13,0027 -16,69555 17/02/2014 Ziguinchor
N_158-14 Sanio 12,56755 -16,1673 18/02/2014 Ziguinchor
N_159-14 Sanio 12,62965 -16,0158667 18/02/2014 Ziguinchor
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N 160-14 Sanio 12,4179 -16,7521667 19/02/2014 Ziguinchor
N 161-14 Sanio 12,4570167  -16,6366667 19/02/2014 Ziguinchor
N 162-14 Sanio 12,6527333  -16,3693833 20/02/2014 Ziguinchor
N 164-14 Sanio 14,5166667  -16,4833333 NA Fatick
N _165-14 Sanio 14,4 -16,4 NA Fatick
N _166-14 Sanio 14,4833333  -16,4833333 NA Fatick
N_167-14 Sanio 14,4833333  -16,4833333 NA Fatick
N_168-14 Sanio 14,5 -16,5 NA Fatick
N_169-14 Sanio 14,5 -16,5 NA Fatick
N_170-14 Sanio 14,5833333  -16,5166667 NA Fatick
N_171-14 Sanio 14,5666667  -16,5166667 NA Fatick
N 172-14 Sanio 14,4166667 -16,4 NA Fatick
N 173-14 Sanio 14,4397167  -16,3900167 NA Fatick
N 175-14 Sanio 14,5 -16,3166667 NA Fatick
N 214-14 Sanio 12,4641333  -15,5968833 22/12/2013 Sédhiou
N 215-14 Sanio 12,4674333  -15,5989833 22/12/2013 Sédhiou
N 216-14 Sanio 12,7388167  -14,7792667 27/02/2014 Kolda
N 217-14 Sanio 12,7388833  -14,7789667 27/02/2014 Kolda
N 218-14 Sanio 12,72225 -14,4535 28/02/2014 Kolda
N 219-14 Sanio 12,7225167  -14,4551667 28/02/2014 Kolda
N 220-14 Sanio 12,7612333  -13,9615667 04/03/2014 Kolda
N 221-14 Sanio 12,76345 -13,96435 04/03/2014 Kolda
N 222-14 Sanio 12,7643667  -13,9657667 04/03/2014 Kolda
N 223-14 Sanio 13,3290333  -13,8385667 05/03/2014 Kolda
N _224-14 Sanio 13,3323667  -13,8367667 05/03/2014 Kolda
N _225-14 Sanio 13,2245833  -14,0613667 06/03/2014 Kolda
N _226-14 Sanio 13,2268 -14,06175 06/03/2014 Kolda
N_88-14 Sanio 13,8806667  -14,0999333 08/01/2014 Tamba
N_89-14 Sanio 13,7960833  -14,1413667 08/01/2014 Tamba
N _90-14 Sanio 13,2371833  -14,2391667 08/01/2014 Tamba
N 91-14 Sanio 13,8422333 -14,1102 08/01/2014 Tamba
N 93-14 Sanio 13,89 -13,6886667 09/01/2014 Tamba
N 94-14 Sanio 13,9181 -13,85885 09/01/2014 Tamba
N 95-14 Sanio 13,7002 -13,8155167 09/01/2014 Tamba
N 96-14 Sanio 13,5895 -13,8654333 09/01/2014 Tamba
N 97-14 Sanio 13,5906333 -13,8657 09/01/2014 Tamba
N _98-14 Sanio 13,8097833  -13,5798167 10/01/2014 Tamba
N _99-14 Sanio 13,9099667 -13,42695 10/01/2014 Tamba
GAWANE Ameliorée

IBMV_8402 Ameliorée

ICMV_89305 Ameliorée

ICMV _IS 92222 Ameliorée

ICMV _IS 99001 Ameliorée

ISMI 9301 Ameliorée

PEO 2830 Ameliorée
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PEO 8030 Ameliorée
SOSATC_88 Ameliorée
SOUNA 3 Ameliorée
THIALACK 2 Ameliorée
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Tableau 2 : Liste des marqueurs microsatellites (SSR) qui sont utilisés et de leurs

caractéristiques moléculaires.

Nom Taille Nb alléeles Dye Multiplex Motif Tm°C

PgIRD46* 80-107 7 Ned A (CTC)s 55
Psmp2227+  192-246 7 Ned A (GT)7 55
Psmp2249+¢  130-155 3 Fam A (GT); 55
Psmp2247¢  199-206 4 Fam A (TG)s 55
Psmp2201¢  310-375 5 Red A (GT)s 55
Psmp2237+¢  233-265 9 Red A (GT)s 55

CTM8 = 225-275 8 Vic A (CT)s 55
PgIRDI2*  121-147 13 Vic A (TA)s 55
PgIRD25*  160-184 11 Red B (GA) 55
Psmp22140  234-244 10 Red B (GT)9 55
Psmp22190  227-291 12 Ned B (GT), 55
Psmp22200  118-149 14 Ned B (GDu 55
Psmp22060  197-213 9 Fam B (G 55
Psmp22020  146-163 2 Vic B (GT)s 55
Psmp2231+  212-262 21 Vic B (TG)12GG(TA)4 55

*= (Mariac et al., 2006a), o= (Qi et al., 2001), == (Budak et al., 2003), += (Allouis et al.,
2001). T°C = température d’hybridation
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Annexe 3

PROTOCOL D’EXTRACTION D’ADN

Solutions :

Tampon Lyse: gsp d’eau milliQ

Tris 100 mM

NaCl1.25 mol/l

EDTA 0.02 mol//l

Ajuster a pH 8 avec du HCI et stocker a température ambiante. (ou mettre le tris et ’EDTA a
pH 8 avant). a rajouter extemporanément dans la quantité de tampon juste nécessaire
2 % deMATAB (0119 mol/L) ou CTAB

2 % dePmercaptoethanol ou DTT (0.01M)

Solution de chloroforme/isoamylique 24:1 :

48 mL de chloroforme

2 mL d’alcool isoamylique

Acétate de sodium 3 M pH 5 : gqsp 250 mL

20412 g d’acétate de sodium (3 mol/L)

gsp 500 mL d’eau milliQ

Ajuster a pH 5 avec de I’acide acétique glacial

Tampon TE 1X : gsp 500 mL d’eau milliQ

06055 g de Tris (001 mol/L)

01861 g ’EDTA (0001 mol/L)

Ajuster a pH 8 avec de I’acide chlorhydrique HC1 5 N et stocker a température ambiante.
PROTOCOL PCR MULTIPLEX KIT QIAGEN

Le PCR multiplex kit a été mis au point pour les PCR en multiplex.

Préparer un volume de réaction avec 10% de plus que nécessaire pour les réactions.

Concentrations finales du mix :

I1xde Master mix(solution 2x) S5ul

0.2 uM de chaque primer 0.2 pl(solution a 10 uM)

1x de solution Q (solution a 5x) 2 ul

Volume de I’échantillon d’ADN 1 pl(concentrationa 25 ng/ul)

Qsp eau Rnase free.
Distribuer le mix dans les tubes. 9 pul

Distribuer ensuite les échantillons d’ADN. 1pul
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Annexe 4 :

Tableau 1 : Statistiques sur la qualité des reads séquencés par échantillon

Nombre
de Séquences de  Longueur % de longueur
Echantillo séquence mauvaise des %G  duplicata  moyenne des
n S qualité séquences C S séquences
N _09-14 3126386 0 35 45 14.44 35
N 119-14 221519 0 35 45 47.78 35
N _131-14 2503283 0 35 45 18.26 35
N _132-14 193170 0 35 42 42.21 35
N _180-14 299971 0 35 44 39.88 35
N _182-14 2576835 0 35 44 18.32 35
N _198-14 1604469 0 35 45 25.25 35
N _203-14 92753 0 35 45 59.8 35
PLS 57 3415576 0 35 45 15.03 35
PLS 94 1233101 0 35 45 22.22 35
N _101-14 2698275 0 36 44 16.12 36
N _103-14 2239123 0 36 44 20.16 36
N _115-14 2919586 0 36 46 17.75 36
N 121-14 1153871 0 36 45 27.62 36
N _138-14 172552 0 36 44 50.21 36
N _146-14 1004742 0 36 46 28.48 36
N _153-14 1673672 0 36 44 21.36 36
N _175-14 431176 0 36 45 39.01 36
N _192-14 974025 0 36 43 23.59 36
N 31-14 4306487 0 36 46 17.64 36
N 34-14 1199031 0 36 43 20.82 36
N 42-14 1655806 0 36 46 23.32 36
N _56-14 2409016 0 36 44 16.11 36
N 98-14 1520339 0 36 45 20.85 36
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PLS 01
PLS 23
PLS 31
PLS_49
PLS 61
N 113-14
N_140-14
N 171-14
N_191-14
N_33-14
N_44-14
N_71-14
N 81-14
N_88-14
PLS 115
PLS 151
PLS_160
PLS 228
PLS 326
PLS 54
PLS 56
N_03-14
N_106-14
N_11-14
N_139-14
N_155-14
N_156-14
N_187-14
N 211-14
N_69-14

7191363
2174741
1755406
7660495
3088900
2420778
6947471
2135590
1352439
371492
1545865
5922012
18556286
732733
3447983
4175818
4992543
660168
798203
2319121
4439595
1480476
1746697
1428698
224719
1889944
334414
1482113
1804097
790378

S O O O O O O O O o o o o o o o o o o o o0 o o0 0o 0o o o o o o<

36
36
36
36
36
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
38
38
38
38
38
38
38
38
38

45
44
43
47
46
45
46
46
44
43
45
45
45
46
47
46
45
46
42
45
45
45
46
45
45
44
42
44
45
44

10.53
17.84
17.26
16.32
20.37
16.67
14.35
20.53
21.33
39.62
20.31
12.9
6.79
36.58
28.01
14.17
13.66
36.66
23.92
20.04
16.1
21.3
23.07
2542
46.38
22.37
36.29
21.02
23.46
29.33

36
36
36
36
36
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
38
38
38
38
38
38
38
38
38
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N 83-14
N_99-14
PLS 163
PLS 204
PLS 224
PLS 312
PLS 319
PLS 38
PLS 95
N 117-14
N_118-14
N_170-14
N 177-14
N_196-14
N 91-14
N_95-14
PLS_100
PLS_ 104
PLS 112
PLS 121
PLS 138
PLS 175
PLS 318
PLS 48
PLS 50
N_07-14
N_160-14
N_167-14
N 214-14
N 223-14

2460833
289846
4514199
2126066
1041019
1192012
1171015
673993
4056778
2038821
1375622
2744476
1590324
6338105
1636719
2551287
1861765
2422398
2270193
2483112
4041337
2948571
4889475
1666892
1895173
3859778
1065427
3655866
2146027
2762819

S O O O O O O O O o o o o o o o o o o o o0 o o0 0o 0o o o o o o<

38
38
38
38
38
38
38
38
38
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
40
40
40
40
40

44
44
45
44
43
45
44
44
45
45
44
45
46
46
45
44
43
45
44
45
46
44
44
45
45
45
44
45
46
45

17.32
36.26
15.85
18.85
22.75
24.59
24.61
29.31
15.95
20.72
20.8
19.14
24.13
23.48
24.75
16.64
15.67
17.25
18.56
21.3
19.24
16.12
11.57
26.73
24.66
15.41
27.76
15.28
26.64
19.15

38
38
38
38
38
38
38
38
38
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
40
40
40
40
40
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N 52-14
N_58-14
N 66-14
N_96-14
PLS 05

PLS 158
PLS 209

2125194
1797679
3822733
1406467
4226932
1359543
4584969

S O O o o o o

40
40
40
40
40
40
40

43
43
45
45
45
42
46

15.7

17.9
15.63
26.76
16.86

19.5
18.14

40
40
40
40
40
40
40
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Annexe 5 : Articles publiés ou en préparation de
soumission, dans le cadre de cette thése

Article 1 : New Genetic Insights into Pearl Millet Diversity
As Revealed by Characterization of Early- and Late-Flowering
Landraces from Senegal. Frontiers in Plant Science 8 (2017).
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.00818.

Article 2 : Establishment of Senegalese pearl millet
(Pennisetum glaucum) core collection for breeding high yield,
flowering earliness and drought tolerance

(En préparation de soumission)

Article 3 : Genome-wide association study reveals candidate
genes involved in adaptation and resistance to abiotic stress
that differentiate Senegalese early and late-flowering pearl
millet

(En préparation de soumission)
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Productions Végeétales, Institut Séndgalals de Recherches Agricoles, Centre de Recherche de Bel Al Dakar, Senegal, ¢ Unité
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Bambey, Senegal, " Centre de Recherches Zootechniques de Kolda, institut Sénégalals de Recherches Agricoles, Kolda,
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Pearl millet (Pennisetum glaucum (L) R. Br) is a staple food and a drought-tolerant
cereal well adapted to Sub-Saharan Africa agro-ecosystems. An important diversity
of pearl millet landraces has been widely conserved by farmers and therefore could
help copping with climate changes and contribute to future food security. Hence,
characterizing its genetic diversity and population structure can contribute to better
assist breeding programs for a sustainable agricultural productivity enhancement.
Toward this goal, a comprehensive panel of 404 accessions were used that correspond
to 12 improved varieties, 306 early flowering and 86 late-flowering cultivated landraces
from Senegal. Twelve highly polymorphic SSR markers were used to study diversity
and population structure. Two genes, PgMADSTT and PgPHYC, were genotyped 1o
assess their assodciation to flowering phenotypic difference in landraces. Results indlicate
a large diversity and untapped potential of Senegalese pearl millet germplasm as well
as a genetic differentiation between early- and late-flowering landraces. Further, a
fine-scale genetic difference of PgPHYC and PgMADST1 (SNP and indel, respectively)
and co-variation of their aleles with flowering time were found among landraces.
These findings highlight new genetic insights of pearl millet useful to define heterotic
populations for breeding, genomic association panel, or crosses for trait-specific
mapping.

Keywords: millet, Pennisetum glaucum, flowering, genetic diversity, SSR, PgMADS 11, PgPHYC
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INTRODUCTION

Low agricultural productivity causes food insecurity and
malnutrition in Sub-Saharan Africa (SSA). This is due to climate
variability, increased growth and needs of worldwide population,
water demand, intensive exploitation of natural resources and
environmental degradation. Therefore, better uses of natural
resources could help overcoming some of these constraints and
greatly contribute to improving productivity.

Pearl millet (Pennisetusmn glaucum (L.) R. Br.) is a major staple
food for many SSA and Asian countries. Pearl millet is highly
allogamous and mainly a rainfed crop, covering a wide range
of different ecological zones and production systems. However,
yield is low and variable, rarely reaching 1000 kg/ha. This is
mainly explained by the limited exploitation of genetic resources
and availability of improved varieties, but also by low soil
fertility, drought, heat and highly variable rainfall (Waddington
et al, 2010). Moreover, production is threatened by downy
mildew disease, striga parasitic weed and predation by insects
(Waddington et al., 2010). Characterization of crops genetic
resources is a prerequisite to build up a breeding program for
sustainable productivity enhancement.

Senegal 1s one of the top 10 pearl millet producers in the
world (FAOSTAT, 2013), where farmers distinguish two main
types of cultivars based on growth duration. Cultivars, called
Souna, are sensitive to photoperiod, with a short cycle between
65 and 90 days and adapted to low (350-600 mm) rainfall regions.
Cultivars, called Sanio, are a less photoperiod-sensitive type than
Souna, with a long cycle between 120 and 150 days, and are
adapted to high (900-1200 mm) rainfall regions. Nationwide,
Souna type occupies nearly half the area sown to cereals (51%)
while Sanio type, mainly cultivated in the South, represents about
15% of total millet production (ANSD, 2014).

Investigating genetic diversity and patterns of early- and late-
flowering landraces is very important since flowering cycles and
photoperiod sensitivity play a crucial role in the adaptation to
climatic conditions. It is assumed a direct effect of selection for
earliness associated with climate variations (Vigouroux et al.,
2011). Genome scans and genetic association mapping have
identified several genes tightly linked to adaptive traits of pearl
millet in semi-arids areas. A SNP in the Phytochrome C locus
(PgPHYC) and an indel variation in PgMADSII gene were
associated with flowering time variation, annual rainfall and spike
length of pear]l millet (Saidou et al., 2009, Mariac et al.,, 2011;
Vigouroux et al,, 2011). From framers point of view, distinction
between early- and late-flowering landraces is very clear but it is
not always associated with clear genetic differentiation (Dussert
et al., 2015). Flowering time in pear]l millet is derived from a
common domestication event and a strong gene flow between
early- and late-flowering landraces is observed (Dussert et al,,
2015). The level of gene flow would depend on cycle overlapping,
agricultural practices and spatial distribution (Mariac et al,,
2006b; Allinne et al., 2007; Lakis et al., 2012).

Because there is a critical need for adapting local agriculture
to harsher future conditions, landraces and improved varieties
adaptation will mostly rely on standing genetic variation available
within the cultivated compartment. Recently, phenotyping

(Sy et al., 2015) and genotyping by sequencing (Hu et al.,, 2015)
studies were carried out on a set of Senegalese pearl millet
landraces. Sampling was restricted to only one agro-ecological
area of Senegal, the Groundnut Basin, and included only nine
so-called intermediate-flowering landraces (flower between 75 to
100 days after sowing). Based on phenology, head architecture
and grain color, these accessions were classified into three
cultivar groups, indicating a morphological diversity between
early flowering landraces (Sy et al., 2015). Using 83,875 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) on the same set of accessions
in addition to 252 global accessions, a higher genetic diversity
was observed in Senegal accessions compared to millet accessions
in India, South and Western Africa (Hu et al., 2015). Any local
structure was evidenced, therefore studies of loci that control the
cycle length would be necessary to assess more accurately the
evolution of cultivated millet varieties (Dussert et al., 2015).

Here, a fine scale sampling strategy and genetic
characterization are described that differentiate early- and
late-flowering landraces of Senegalese pearl millet. Using highly
polymorphic SSRs markers, genetic diversity and population
structure of the landraces was assessed. Allelic diversity of
PgPHYC and PgMADSII genes, both linked with flowering time
variation and rainfall, was further investigated (Saidou et al,
2009, Mariac et al,, 2011; Vigouroux et al., 2011).

MATERIALS AND METHODS

Plant Materials

Collects were done in 1992 and 1994 in the main areas of
millet production in the Groundnut Basin as previously described
(Sy et al., 2015). Geographical coordinates of these accessions
were partially retrieved (88%) by using village names. Additional
collects were done in 2010 and 2014 to cover pearl millet
production areas, except the city of Dakar and the eastern-
south area where the Niokolo-Koba Wildlife Park is located.
Geographical coordinates of these new accessions were recorded
using a GPS. As our focus is on local landraces, villages near
major roads or markets were avoided. In total, 392 accessions
were collected from 316 villages, i.e., 1.24 accessions per village
on average. A panel of 404 accessions was analyzed incuding
12 improved varieties bred locally and widely used by farmers,
306 early flowering landraces (252 villages) and 86 late-tflowering
landraces (74 villages). Among the 316 villages, 10 villages
were sampled with both early- and late- flowering landraces
(Supplementary Table S1). Cycles were recorded following farmer
interviews.

DNA Extraction and SSR Genotyping

Five seeds per accession were grown in the greenhouse 3-4 weeks
according to sampling date. About 200 mg of leaf sample
from one individual per accession were collected and DNA
extraction was carried out using the previously described
protocol (Mariac et al, 2006a). Twelve highly polymorphic
microsatellites distributed throughout the pearl millet genome
were used (Supplementary Table §2). These markers have been
previously described (Allouis et al., 2001; Qi et al, 2001;
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Budak et al., 2003; Mariac et al., 2006a). PCR reactions were
performed using the Multiplex PCR Kit {(Qiagen, Inc) following
the recommended protocol. PCR were conducted using a thermal
cycler TC-Plus (TECHNE): pre-denaturation of 95°C for 15 min
then 35 cycles consisting of a denaturation step at 94°C for
30 s, annealing at 55°C for 90 s, elongation at 72°C for 60 s
and a final extension at 60°C for 30 min). Four positive and
four negative controls were repeated on each PCR plate. Samples
were genotyped on an ABI 3130 Prism® (Applied Biosystems®)
and read with Genemapper™ software (version 3.7; Applied
Biosystems®).

Genetic Diversity and Population

Structure Analyses

Genetic diversity, heterozygosities (expected and observed) and
F-statistics were calculated using Genalex 6.5 (Peakall and
Smouse, 2012). For genetic structure, a principal component
analysis (PCA) using the package ade4 (Thioulouse et al., 1997)
implemented in R software (R Development Core Team, 2008)
was first performed. Then, population structure was investigated
using STRUCTURE software 2.3.3 (Pritchard et al, 2000).
Analysis was performed with the admixture model (Falush et al.,
2003) with K ancestral populations ranging from 1 to 6. We
used 500,000 iterations and a burn-in period of 100,000, 10 runs
for each K-value were performed. The values for the number of
clusters (K) were assessed according to Evanno et al. (2005) by
the (. AK) criterion and the log-likelihood (Ln P (D | K)) plot.
Individuals were assigned to a cluster if their ancestry was higher
than 70%, g = 0.7.

For spatial analysis of genetic variability, a total of 367
geo-referenced accessions including 281 early- and 86 late-
flowering landraces were used. Spatial principal component
analysis (sPCA) was performed using the adegenet package
(Jombart, 2008) with R software. The spatial genetic structure
was assessed using spatial autocorrelation analyses of kinship
coefficients between individuals (Loiselle et al., 1995) following
the standard procedure (Vekemans and Hardy, 2004)
implemented in SPAGeDi version 1.2 (Hardy and Vekemans,
2002). Mean multilocus kinship coefficient values, Ey, Le,
genetic similarity between individuals i and j relative to the mean
genetic similarity between random individuals in the sample,
were regressed on both the linear (d;) and the logarithmic
(In(dy)) spatial distance between individuals. This distance was
calculated as the Euclidian distances using spatial coordinates.
The regression slopes bg and by were jointly assessed. Standard
errors for the kinship coefficients were estimated using a
jackknife procedure over all loci. We tested the significance of
the kinship coefficients and the regression slopes b and b14
estimates by comparing the observed values to those obtained
after 10,000 random permutations.

PgPHYC and PgMADS11 Genotyping

Polymorphisms in both genes were associated with flowering
time variation (Saidou et al., 2009; Mariac et al., 2011; Vigouroux
et al,, 2011). The panel of accessions was genotyped with PgPHYC
(Acc numbers FN376885-FN377564) (Vigouroux et al., 2011)

and PgMADSII (Acc numbers FN552468-FN552522) (Mariac
etal., 2011) to test the allelic differences in genotype frequencies
between early- and late-flowering landraces.

For PgPHYC, a polymorphism at the 5" of the gene was
assessed. A C/G SNP at that position is cleaved by Pwull
restriction enzyme and therefore accessions scored as C/C, G/G
and C/Gaccording to their digestion pattern (Saidou et al., 2009).

For PgMADS11, an indel polymorphism of 24 bp was assessed
as previously reported (Mariac et al., 2011).

Logistic regressions between genotypes, genetic cluster,
latitude and longitude for each gene were further performed.

RESULTS

Genetic Diversity of Senegalese

Germplasm

The germplasm collected through this study is the most
comprehensive sampling to date of landraces from Senegal
(Figure 1). Genotyping data revealed a total of 101 alleles with
an average of 8.4 alleles per locus (Supplementary Table S2 and
Figures S1-53). The final data set contained only 1.8% of missing
data. High levels of genetic diversity characterize both groups
(Table 1). Early flowering landraces presented the highest level
of genetic diversity as measured by observed Hpyp, = 0.481 or
expected heterozygosity, Hgg, = 0.567. In contrast, improved
varieties showed the lowest, with Heqp, = 0.391. For early
flowering landraces, only one locus (PSMP2249) was found
not to be at Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). Two loci
were not at HWE (PSMP2249 and PSMP2246) in late-flowering
landraces. Groups showed low levels of inbreeding with Fg
values of 0.160, 0.128, and 0.258 for early and late landraces
and improved varieties, respectively. Furthermore, early-, late-
flowering landraces and improved varieties present 22, 8 and 1
private alleles, respectively. Low Fgr differentiation was found
between improved varieties and early flowering landraces (0.004),
between early- and late-flowering landraces (0.052) and between
late-flowering landraces and improved varieties (0.063).

Population Genetic Structure

Bayesian clustering analyses showed a clear structure between
carly- and late-flowering landraces (Figure 2). The value of the
Evanno criterion {(AK) was the highest for K = 2 (Supplementary
Figure 51), supporting the evidence of two major clusters. A total
of 89% of the early flowering landraces were assigned to a single
cluster, and 90% of the late-flowering landraces were assigned
to the other cluster. Thirty-four accessions of early- and nine of
late-flowering landraces were misassigned (g < 0.7), but showed
intermediate ancestries. For the 10 villages where both early- and
late-flowering landraces were sampled, all accessions of similar
phenotype were assigned to their respective cluster.

Similar results were found with PCA showing a clear
distinction between early- and late-flowering landraces
(Figure 3). The two first principal components explained,
respectively, 5.2 and 2.8% of the inertia. PSMP2247 and
PSMP2202 showed the highest contribution to the PCI.
Two alleles, PSMP2247-199 and PSMP2202-146, showed
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TABLE 2| Genotypes counts for improved varieties, early- and
late-flowering landraces with g-values < 0.7.

PygPHYC alleles PgMADS11 alleles

ciC C/G G/G 363/363  363/387 387/387
Improved 8 3 1 1 2 2]
varieties
Early flowering 239 21 0 18 65 185
landraces
Late-flowering 73 0 u] 2 18 62
landraces

contrast in admixture patterns might have been obtained with a
higher number of SSR markers. However, this was compensated
by our sampling effort and we were able to reveal a clear structure
in Senegal landraces where other studies failed with a higher
number of markers (Hu et al., 2015).

At a local scale, more contrasted admixture patterns were
observed. In Central Senegal, clear differentiation between early-
and late-flowering landraces was found. In contrast, more
admixed patterns were observed in the Southern Senegal. The
results might be related to the agricultural practices of the
farmers, such as spatial cropping and seed circulation (Mariac
et al., 2006b; Lakis et al., 2012; Kouakou et al., 2013).

Qur data indicated two distinct genetic clusters in Senegalese
pearl millet germplasm. In addition, comparing early- and late-
flowering landraces, we found a slight genetic differentiation
between the two groups of 0.052, which is of the same magnitude
(0.053) found in Niger (Lakis et al., 2012). A single domestication
event led to early- and late-flowering landraces, partly explaining
the limited genetic differentiation observed at a regional scale
(Dussert et al., 2015).

Flowering Traits Diversity

Photoperiod-sensitivity of pearl millet landraces and thus
variation of flowering cycle constitute a key response for
adaptation to future climate conditions (Sultan et al., 2013).
Indeed, pearl millet landraces from Niger show reduced flowering
cycle associated with drought episodes from 1976 to 2003
(Vigouroux et al, 2011). This reduction was correlated with
changes in allele frequencies for PgPHYC. Correlation between
allele frequencies and rainfall were also found with PgMADS11
(Saidou et al., 2009, Mariac et al, 2011). Qur data showed
significant genetic differences for both genes with early flowering
landraces enriched in precocity alleles.

Flowering time has been correlated with latitude, early
flowering landraces being grown in northern latitude where
environmental conditions are more arid (Haussmann et al.,
2006, Pucher et al, 2015). In our study, the latitude effect
was confounded with spatial genetic structure for PgPHYC.
On the other hand, a correlation with longitude was found
for PgMADSI1. Further investigation would be needed to fully
address this correlation. In any case, the use of flowering genes
PgPHYC and PgMADSII in marker assisted-selection programs
presents some interest.

Challenges for Adaptation of Pearl Millet

and Breeding Strategies

Sub-Saharan Africa recorded long dry spells in the 1970s
and 1980s that led to breeding for short cycles improved
varieties. Indeed, pearl millet breeding programs were
predominantly built on restricted genetic resources of early
flowering landraces. Strong differentiation between early- and
late-flowering landraces from Senegal suggests the existence
of an important gene pool that has not been exploited yet.
The high genetic diversity could explain the wider range of
pearl millet adaptation to dry areas and this potential may
further contribute to breeding programs in response to the
specific needs or target areas (Kouressy et al, 2004). For
instance, a key strategy to cope against climate changes within
SSA agrosystems is to tap into diversity of flowering time
(Haussmann et al., 2012; Sultan et al., 2013) and resilience (Prieto
etal., 2015).

Analyses of allelic variation of PgPHYC and PgMADSIiI
fine-scale genetic (SNP indel,
respectively) among individuals and/or genotypes. Knowing
that responses to photoperiod and rainfall were genetically
associated with both genes, implication could be their use to
detect/track climate adaptive changes to environment variations.
For example, eatliness of flowering and latitude correlation
observed in early landraces support assumption that a direct
effect of selection for that trait which is associated with climate
variations such as photoperiod and rainfall. Both traits are key
targets in selection for millet genotypes to be cultivated in rainfed
areas.

indicate difference and

CONCLUSION

The genetic diversity and population structure of Senegalese
pearl millet landraces were assessed using a large panel of
accessions and a limited number of SSRs markers. Results
highlight a high genetic diversity and an untapped potential of
the germplasm. However, two clusters were clearly distinguished
as revealed by differentiation between early- and late-flowering
landraces. Further, genetic difference and allelic co-variation in
flowering genes PgPHYC and PgMADSII were found among
individuals. These findings give new insights into Senegalese
peatl millet germplasm and are promising for developing new
cultivars and heterotic groups that can be used to breed synthetic
and hybrid varieties with higher degrees of heterozygosity
in order to intensify yield production under harsh semiarids
environments.
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