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RESUME

Légumineuse trés riche en protéines cultivée dans plusieurs pays d’Afrique de 1’Ouest,
le niébé (Vigna unguiculata (L.) Walp.) est confronté a de nombreux stress biotiques et
abiotiques qui ont des effets dépressifs sur sa production. Un des principaux facteurs limitant
la production est la plante parasite Striga gesnorioides qui provoque des pertes de rendements
assez considérables pouvant atteindre 80 a 100%. Ce présent travail porte sur 1’identification
de marqueurs liés aux genes de résistance au Striga. Il a été réalisé sur une population BC,Fg
issue du croisement entre une variété sensible (Melakh) et une variété résistante (IT97K 499-
39) avec des marqueurs microsatellites (SSR) et des Single Nucléotide Polymorphism (SNP)
convertis en marqueurs utilisables en PCR de maniére spécifique. Au total, le polymorphisme
de 12 marqueurs SNP, un ALFP reconverti C42-2B ainsi que ceux de 89 marqueurs SSR ont
6té testé sur 12 variétés élites du programme de sélection de I’'ISRA. A partir du criblage que
nous avons réalisé, 9 marqueurs polymorphes ont été identifiés. Parmi ces derniers seul 4
marqueurs discriminent les 2 parents. Il s’agit de VM57, VM70, VM75 et C42-2B. L’étude
de I’association phénotype /génotype a montré que les marqueurs VMS57, VM70 et VM 75
¢taient indépendant ou tres €loignés du locus impliqué dans la résistance avec des rapports(0)
de 047, 0.42, et 0.40 respectivement. Par contre le marqueur C42-2B est li¢ au geéne de
résistance au Striga avec un rapport § =0.15. Ce marqueur pourrait étre utilis€ pour suivre la
résistance au Striga dans un programme de sélection assistée par marqueur.

Mots clés: Niébé (Vigna unguiculata), Striga gesnorioides, SSR, SNP, marqueurs
moléculaires polymorphes



ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a leguminous crop rich in protein which is
cultivated in many countries in West Africa but its production is constrained by a wide range
of biotic and abiotic stresses. A major constraint limiting production is the parasitic weed
Striga gesnorioides which causes considerable yield losses ranging from 80 to 100%. The
present work focused on the identification of markers associated with striga resistance gene.
For these purposes, a BCFs population derived from a cross between the susceptible variety
(Melakh) and the resistant (IT97K 499-39) was genotyped with SSR markers and SNP
markers converted into PCR specific markers. A total of 12 SNP, one converted ALFP C42-
2B and 89 SSR markers were checked for polymorphism on 12 varieties from the ISRA’s
breeding program, leading to the idenfication of 9 polymorphic markers. Among these
markers only VMS57, VM70, VM75 and C42-2B were polymorphic between the parents.
Marker/genotype associations showed that VM57, VM 75 and VM70 were independent or
very far from the Striga resistance gene with recombination fractions ranging from 42%, 47%
and 40%. In contrast the markers C42-2B was linked to the gene with a recombination 0
=0.15. C42-2B is valuable marker that can be used in a marker assisted selection program for
introgressing the striga resistance gene in susceptible lines.

Key words: Cowpea (Vigna unguiculata), Striga gesnorioides, SSR, SNP, DNA Polymorphic
marker
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INTRODUCTION

La satisfaction des besoins en nourriture de la population de I’ Afrique Subsaharienne
est fortement menacée par une démographie galopante qui portera la population a 1,761
milliards d’individus en 2050 (Lutz et Samir, 2011). Il s’y ajoute les déséquilibres
occasionnés par les changements climatiques qui sont responsables des sécheresses
récurrentes, d’inondations ou des élévations de température qui impactent négativement la
production agricole. En réponse a cette demande croissante en nourriture plusieurs approches
ont ét¢ utilisées. Dans une premiére approche, il y a eu une utilisation massive des engrais
chimiques pour augmenter les rendements agricoles. Cette stratégie a des conséquences
néfastes sur I’environnement (pollution des sols, des eaux de surfaces et souterraines, etc...)
en plus, leurs prix restent inaccessibles a bon nombre producteurs de I’ Afrique Subsaharienne.
La deuxiéme approche était basée sur ’augmentation des surfaces cultivables par les
déforestations massives induisant une érosion des sols, une perte de la fertilité¢ des sols et de
la diversité génétique. Or la diversité génétique résulte de phénomenes naturels ou artificiels
suite aux phénoménes de flux de genes, de la dérive génétique, des mutations et des
recombinaisons qui surviennent au cours du temps. A ce sujet, il s’avére indispensable
d’évaluer la diversité génétique des ressources phytogénétiques disponibles avant de mettre
en ceuvre tout programme de sélection afin d’identifier les variétés ayant des caracteres
intéressants qui peuvent étre transférés chez d’autres cultivars. De telles stratégies ont été
développées chez le Niébé pour mettre a la disposition des producteurs de nouvelles variétés
en réponse aux contraintes biotiques et/ou abiotiques, qui constituent un frein majeur a
I’augmentation de la production. C’est dans ce cadre que certaines variétés telles que Mouride
et [IT97K499-39 ont été¢ développées pour résister au Striga. Le Striga constitue la principale
contrainte liée a la production du niébé en Afrique de I’ouest, avec des pertes importantes de

rendement pouvant aller de 80 a 100 % (Muleba et al., 1997).

Plusieurs moyens et techniques sont utilisés pour lutter contre le Striga y compris
I'application de stimulants de germination ou d'herbicides. Cependant, ces méthodes ne
respectent pas I’environnement et sont trop cofiteuses pour étre facilement accessibles aux
producteurs Africains (Atokple et coll, 1995). De plus, les résidus toxiques de ces produits
peuvent s’avérer trés nuisibles pour les consommateurs. L'utilisation de cultivars de niébé
résistants au Striga avec un bon potentiel de production pourrait étre une alternative plus

durable et plus avantageuse pour les producteurs.



L’identification de cultivars avec des caractéres agronomiques intéressants est
aujourd’hui facilitée par des outils de biotechnologies tels que les marqueurs moléculaires,
qui ont connu de treés grandes avancées ces derniéres années. Ainsi, a travers la sélection
assistée par marqueurs moléculaires (SAM) on pourrait identifier les génotypes d’intérét
agronomique tout en améliorant 1’efficacité de la sélection par un gain de temps, un meilleur
contrdle des recombinaisons et une plus grande précision dans la prédiction de génotype (De

Vienne, 1998).

Ces dernieres années, 1’utilisation de ces outils a permis d’identifier des marqueurs
moléculaires associés au géne de la résistance contre la race 1 de Striga gesnerioides
(Ouédraogo et al, 2001 et 2002). Par contre aucun marqueur moléculaire associé¢ au géne de
résistance a la race 6 de S. gesnerioides laquelle n’est actuellement recensée qu’au Sénégal,

n’a été encore identifié.

Ce présent travail qui a pour objectif, I’identification de marqueurs moléculaires liés
aux genes de résistance au striga, a partir d’une population de niébé BC1F6. La population
BCI1F6, est issue du croisement entre une variété sensible au striga (Melakh) et une variété
résistante (IT97K 499-39). Les marqueurs polymorphes SSR et SNP identifiés, seront par la

suite intégrés dans un programme de sélection assistée par marqueur moléculaire (SAM).

Dans cette étude nous présenterons une étude bibliographique (i) suivie des méthodes
expérimentales (i1) qui ont été utilisées pour atteindre les objectifs fixés, ensuite les résultats
(i11)) obtenus seront présentés, analysés et interprétés. Enfin, une conclusion générale (iv)

sera tirée et des perspectives de recherche seront dégagées a partir du travail réalisé.
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Etude Bibliographique

1. Caractéristiques botaniques du niébé

Selon des études menées par MARECHAL et al en 1978, le niébé appartient a :

Classe : Dicotylédones

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Sous famille : Faboideae

Tribu : Phaseolae

Sous tribu : Phaseolinea

Genre : Vigna

Espéce : Vigna unguiculata.

Ainsi, selon ADAM.T (1986), trois especes distinctes composent le genre Vigna, il s'agit de :
- Vigna unguiculata : Forme primitive, le niébé commun en Asie provenant de 1'Afrique
- V. sinensis : Niébé commun de 1'Afrique

- V. sesquipedalis : Cultive pour les gousses immatures notamment en Asie.

Nonobstant, cette variabilité, on s'accorde de plus en plus sur le fait que le niébé cultivé dans
le monde appartient a la méme espéce V. unguiculata, les deux appellations étant synonymes

(IITA, 1982).

2. Généralité sur le niébé

Dans les systémes de culture africains, caractérisés par des sols pauvres, le ni€b¢ joue
un rdle capital dans la fertilisation des sols par la fixation de 1'azote atmosphérique (Jackai et
al., 1986). 1l n’a besoin d’aucune fertilisation azotée car il nodule facilement avec des
rhizobia contenus dans le sol. Par ce processus, le niébé cede 60 a 70 kg a I'hectare de l'azote
fixé pour la culture associée Plante cultivée depuis trés longtemps dans les pays en
développement, le niébé est originaire du Nord-est de 1’Afrique, ou sa culture est tres

développée (Coulibaly et al., 2002).



Comparativement aux autres légumineuses, le niébé a de trés grandes exigences en

phosphore et en potassium. (Rachie, 1985).

Pouvant se développer dans des zones a faibles pluviométries comme le Sahel ou la
pluviométrie est inférieure a 500 mm/an. Le niébé tolére la sécheresse et s'adapte bien aux
sols sablonneux et pauvres. Toutefois, c'est sur des sols bien drainés, a pH 6 ou 7, qu'il atteint

ses meilleurs rendements (Dugje et al., 2009).

Au Niger, le niébé occupe la troisiéme place en tonnage aprés le mil et le
sorgho (Leko, 1986). Ainsi 4.103.710 ha sont sous culture de niébé avec une production
moyenne de 549.035 tonnes (MDA, 2004).

Au Sénégal, la superficie totale cultivée en niébé a été estimée a 270. 000 ha en 2009

avec une production moyenne de 126. 000 tonnes (Faye, 2009).

3. Rétrocroisement et amélioration des plantes

Elle consiste a réaliser des séries de croisements entre une variété receveuse ou élite et
une variété donneuse du caractére. Les descendants ayant introduit le caractére sont ensuite
croisés pendant plusieurs générations avec le parent receveur, ce qui permet d’augmenter la
part de la lignée receveuse dans le fond génétique des descendants. Cette technique permet
d’obtenir des descendants identiques a la variété receveuse, mais contenant en plus le

caractere désiré (Harlan et Pope en 1922).

4. Importance du niébé

Cultivé depuis longtemps au Sénégal, le niébé joue un rdle primordial dans
I’alimentation de base pauvre en minéraux organiques indispensables. La graine mire est tres
riche en protéines, en amidon, et en vitamine B tel que I’acide folique qui est important dans
la prévention de malformation chez le nouveau-né (Chevalier, 1944). La graine est également
riche en micro-éléments essentiels, tels que le fer, le calcium et le zinc. C’est aussi une
excellente source de fibres alimentaires. Des études sur la teneur en éléments nutritifs
contenus le niébé ont été menées par Luiz et al., (2006). Les résultats sont illustrés dans le

tableau 1.



La graine séche est aussi moulue et consommée dans plusieurs plats traditionnels

africains, comme la bouillie, le pain, I’aliment de sevrage pour enfants ou encore transformée

en beignets (Akara au Sénégal et tchétchéna au Niger).

Tableau 1 : Illustration de quelques éléments essenticls contenu dans le niébé (Luiz et al.,

2006).

Eléments minéraux

Valeurs nutritives

Protéines 13¢g
Fibres alimentaires I1g
Lipides g
Acide gras saturés Og
Sucres 6g
Cholesterol Omg
Vitamine A 25.8 UI
Vitamine C 0.7 mg
Vitamine E 0.5 mg
Calcium 41,3 mg
Fer 4,3 mg
Magnésium 91,1 mg

5. Facteurs limitant la production du niébé

Parmi les facteurs limitant la production du niébé on peut noter les facteurs abiotiques
(salinité, sécheresse etc...) et biotiques appartenant a divers groupes (champignons, bactéries,

virus, nématodes etc.) mais surtout la plante parasite Striga gesnorioides (Fig. 1).

Cette plante constitue un obstacle important dans la production du niébé dans toutes

les zones agro-écologiques du Sénégal ou la plante est cultivée (Lane et al., 1997).

Le S. gesnorioides (Willd.)Vatke est un parasite obligatoire des dicotylédones a
feuilles larges de plusieurs familles, dont les Leguminoseae, les Convolvulaceae, les

Euphorbiaceae et les Solanaceae (Hibberd et al., 1996).



Figurel : Plant de niébé infesté par le Striga gesnorioides

<: Plant de niébé

< Striga gesnorioides

Cette mauvaise herbe parasite aussi plusieurs adventices, parmi lesquelles 1'indigotier

(Indigo fera hirsuta L.) aux Etats-Unis (Wunderlin et coll, 1979).

Cette plante semble démontrer une spécificité treés ¢€levée vis-a-vis de ses hotes
respectifs (Berner et al, 1995). Les caractéres morphologiques du S. gesnorioides varient
aussi d'un hote a l'autre (Aggarwal, 1985). Son cycle biologique est trés bien adapté aux
conditions climatiques difficiles. Les graines de S. gesnerioides nécessitent une période de 6 a
7 mois de post-maturation en conditions seches et chaudes (Thalouam et Fer, 1993), a une
température comprise entre 25 et 35°C (Worsham, 1987; Kuiper et al, 1996). Ces graines ont
aussi besoin d'une période d'imbibition de 10 a 21 jours avant de pouvoir germer,
généralement en début de saison des pluies (Okonkwo, 1991).

Aprés contact avec une racine de I'hote, la radicule de Striga cesse de croitre, et les
papilles s'allongent en direction de la surface de la racine. Environ 48 heures aprées le contact,
les radicules pénetrent dans les couches cellulaires superficielles de la racine. Par la suite, la
radicule croit au travers du cortex grace a des cellules intrusives, et prend une forme conique
et s’appelle alors haustorium primaire (Nwoke, 1978).

Des pectinases ou d'autres enzymes permettant de dégrader les parois cellulaires,
comme les hémi cellulases et les cellulases, pourraient étre impliquées dans le processus de

pénétration, méme si on n'a pas pu le démontrer de fagon claire (Bailey, 1998).



6. Les biotypes de Striga gesnorioides

Des travaux réalisés sur divers cultivars de niébé mettent en évidence 1’existence de
différents biotypes (Fig.2), ou races physiologiques du S. gesnorioides (Touré et al., 1998).

La spécificité du S. gesnorioides envers ses différents hotes a permis de différencier
les races existantes. A I’heure actuelle, 6 races distinctes du parasite, possédant chacune une
virulence spécifique envers différents cultivars de niébé (Lane et al., 1997) ont été proposées.
Ainsi, la race 1 est surtout présente au Burkina Faso, mais aussi au Mali, au Togo et au
Nigeria, alors que la race 2 est exclusive du Mali, et que la race 3 n’est retrouvée qu’au Niger
et au Nigeria (Lane et al., 1997).

La race 4 ne se retrouve qu’au sud du Bénin (Lane et al., 1994). La cinquiéme race,
identifiée en 1995, est retrouvée un peu partout en Afrique de 1’Ouest, soit au Bénin, au
Burkina Faso, au Cameroun et au Nigeria (Moore et al., 1995; Lane et al., 1997). La race 6

n’est recensée pour le moment qu’au Sénégal (Botanga et Timko, 2006).

Figure 2 : Distribution des races de Striga gesnorioides en afrique de 1’Ouest (Lane et al.

1997).
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Figure 3 : Provenance du Striga utilisé dans ce travail (M.I, 2012)
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7. Les moyens de luttes contre le striga

Plusieurs méthodes existent pour lutter contre cette plante parasite. Il y a notamment

I’arrachage a la main des plants de Striga émergés, les rotations avec des faux hotes qui font

germer les graines sans permettre 1’attachement (trap crops) (Vissoh et al., 2008), la lutte

biologique avec I’utilisation du Fusarium (Sauerborn et al., 2007; Zahran et al., 2008), et la

lutte chimique par I’utilisation d’éthyléne ou divers herbicides.

L’utilisation de variétés résistantes, en combinaison avec des pratiques culturales

appropriées, est cependant la méthode la plus adéquate, la plus accessible et la plus simple

pour lutter contre le Striga. (De Groote et al., 2008).

8. Marqueurs moléculaires et amélioration des plantes

La notion de marqueur génétique ou moléculaire, a été¢ introduite en 1980. Il s'agit

d'une séquence d'ADN repérable spécifiquement sur le chromosome. En cartographie

génétique, le marqueur est utilisé pour baliser le génome (INRA, 2012).



8.1 Les différents types de marqueurs

I1 existe plusieurs types de marqueurs moléculaires. Les marqueurs biochimiques les
plus utilisés sont les isozymes. Ils correspondent aux différentes formes d'une méme enzyme
et permettent de déterminer la présence de l'alléle correspondant a chacune de ces formes. Ce
sont donc des révélateurs du polymorphisme entre individus pour les séquences codantes du

genome.

Les marqueurs de ’ADN sont a I’heure actuelle les plus utilisés. Ils correspondent a
des séquences codantes ou non, présentant un polymorphisme selon les individus. Les plus

utilisés sont le marqueurs RFLP, RAPD, AFLP, microsatellites et SNP (INRA, 2012).

8-2 Les marqueurs SSR

Principalement développées par Zietkiewicz et al (1994), les SSR sont des régions
spécifiques du génome constituées de courtes séquences d’ADN répétées en tandem sur le
chromosome. Ils sont trés polymorphes, dispersés a travers le génome, et sont détectés par
PCR en utilisant des amorces flanquant les répétitions. La révélation se fait sur des gels

d’agarose.

Les SSR sont treés utilisés dans les études de diversité d’especes agronomiques d’une
part et d’autre part pour la cartographie génétique et la détection de QTL (Quantitative Trait
locus) 1impliqués dans la résistance aux maladies ou dans la variation de caractéres

agronomiques intéressants (Gupta et al, 2008).

Les marqueurs SSR ont été utilisés chez le niébé pour I’analyse de la diversité
génétique de I’espéce et pour la construction de carte de liaison génétique. En ce qui concerne
la construction de cartes génétiques, une carte saturée a été développée par Andargie et al
(2011) a partir de lignées recombinantes obtenues suite au croisement entre les variétés 219-
01 et 524B. Dans ce travail 912 marqueurs SSR ont été testés. Sur ces derniers uniquement
639 ont donné un produit d’amplification et 202 polymorphes ont été utilisés pour la
construction de la carte. Plusieurs QTL majeurs impliqués dans le développement de la graine
ont été positionnés sur cette carte. Des travaux de cartographie récents réalisés par Asare et al
(2013) ont permis d’identifier deux marqueurs SSR1 et C42-2B trés proches du gene de
résistance au striga. Ces deux marqueurs posseédent des pouvoirs de détection des lignées

résistantes trés remarquables de 93% pour SSR1 et de 87.5% pour C42-2B.



8-3 Les marqueurs SNP (Single Nucléotide Polymorphisme)

Les récents progrés en matiere d'analyse de séquences d'ADN et la mise au point de
séquencage a haut débit ont rendu possible l'identification et I'analyse de la variation
nucléotidique a grande échelle. Le SNP est défini comme étant un polymorphisme mono
nucléotidique se trouvant dans les régions codantes (SNPc) et dans les régions régulatrices
des genes. Les SNP constituent la forme la plus abondante de variation génétique dans le

génome.

Les travaux de Muchero et al en 2009 (Tableau 2) ont permis de construire une carte
consensus du niébé contenant 11 groupes de liaisons. Pour cette carte, 1536 marqueurs SNP,
6 populations de lignées recombinantes d’un nombre total de 741 lignées ont été utilisés
(Tableau 3). Parmi ces SNP environ 90 % étaient faciles d’utilisation, soit un total de 1375
marqueurs fiables. Sur ces derniers sélectionnés 928 ont été intégrés dans la carte consensus
qui couvre une distance totale de 680 CM et une distance moyenne entre les marqueurs de

0,73 CM.

Tableau 2 : Caractéristiques de la carte consensus mise en place par Muchero et ses

collaborateurs en 2009 a partir de SNP

Population RILs SNP SNP SNP Taille Le plus Traits
Polymorphe avec cartographiés dela grand ségrégation
CRG carte, écart entre
<0,3 CM les SNP,
CM
524B x 79 469 33 436 665 133 RP, PGI, RN,
1T84S-2049 RS, RV, STF
CB27 x 24- 90 366 67 299 651 17,0 AR, PGI, RC,
125B-1 RN, M, RTF,
CB46 x 103 422 34 388 601 17.1 RN, PGI, TS,
IT93K-503-1 RTF, M, RM,
Y, AR, RF
Dan Ila x 109 524 236 288 665 16.3 TS, Y, RBB
TVu-7778
TVu-14676 x 137 409 60 349 600 17,9 RS, RN
1T84S-2246-
4
Yacine x 58- 114 499 84 415 657 17,6 RTF, PGI,
77

RM : résistance au Macrophomina RN : résistance aux nématodes RS : résistance au Striga
RP : la résistance aux pucerons RBB : résistance a la brilure bactérienne
RC : résistance du niébé charancon  RF : résistance au Fusarium

10



RTF : résistance des fleurs aux thrips RV : résistance aux virus TS : tolérance a la sécheresse
STF : Semis tolérant au froid  PGI : poids du grain individuel R : rendement M : Maturité

Tableau 3 : Illustration de quelques travaux réalisés sur le niébé de 2009 a 2013 a partir de
SSR et de SNP. Pop: population utilisée pour la cartographie; DM: distance moyenne entre

les marqueurs; GL: nombre de groupe de liaison; RIL: lignées recombinantes ; Longueur de la

carte en CM.

Marqueurs Pop Parents Longueur DM (CM) GL Références

utilisés (CM)

SNP RIL Six paires de 680 0.73 11 Muchero et
parents al, 2009

SSR RIL 219-01; 524B 677 3.00 11 Andargie et

al, 2011

SNP, SSR RIL Zhijiang282; 745 1.98 11 Xu et al,
ZNO16 2011

SSR RIL JP81610; 852.4 3.96 11 Kongjaimun
TVnu457 etal, 2012

SSR RIL 524B; 219- 667 - 11 Andargie et
01 al 2013

9. Bulk Segregant Analysis (BSA)

Le Bulk Segregant Analysis (BSA) est une approche tres efficace permettant de
détecter une liaison génétique entre un marqueur moléculaire et un gene. Cette technique
consiste a analyser dans une famille en ségrégation, 'ADN en mélange pour deux groupes
d'individus (bulks) ayant des caractéristiques extrémes pour le caractére phénotypique étudié
(Par exemple : résistant contre sensible). L'analyse du polymorphisme de 'ADN permet alors
d'identifier les marqueurs qui différencient ces deux "bulks".

En effet, les marqueurs susceptibles d'étre génétiquement liés au gene codant pour
I'expression du caractere sont représentés par des alleles différents dans chaque
"bulk"(Arnheim et al., 1985 ; Michelmore et al., 1991).

A Tlinverse, les marqueurs dont les alléles se répartissent de fagon aléatoire dans
chaque "bulk" ne sont pas liés aux genes controlant le caractére. Le "BSA", alternative au
typage de tous les individus d'une famille en ségrégation, apparait trés économique pour
détecter des genes a déterminisme mono génique car les effectifs nécessaires sont

considérablement réduits (Boukar et al., 2004).
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

Les variétés utilisées pour développer la population de backcross sont « IT97K 499-
39» fourni par I'lTA et « Melakh » sélectionnée par le Centre National de Recherche
Agronomique (CNRA/ISRA) de Bambey (Sénégal).

Melakh est une variété hative a cycle court de 55 et 60 jours et principalement cultivée
dans les zones a pluviométrie faible a8 moyenne. Elle a ét¢ créée comme variété a double
usage pour la production de graines séches et de gousses ou haricots verts dans la zone
sahélienne du Sénégal. Elle a été obtenue a partir d’un croisement entre une lignée avancée de
I’ISRA ‘IS86-292° et une autre de I'IITA, ‘IT83S-742-13°. M¢lakh est résistante aux
pucerons, a la virose causée par le ‘CAbMV’ (Cowpea Aphid-Borne Mosaic Virus), au
chancre bactérien et partiellement aux thrips. (Cissé, 2002). Cependant cette variété est
sensible au Striga.

La variété IT97K 499-39 a été créée par I'lITA du Nigeria. C’est une variété a cycle
intermédiaire et trés résistante au striga.

Par ailleurs, 10 lignées élites du programme de sélection niébé de I’ISRA ont été
utilisées pour tester le polymorphisme de marqueurs microsatellites. 1l s’agit de Mouride,

Diongoma, Bambey 21, CB5, UC-CB46, ITB1D-994, KVX525, Suvita, 503-1 et Yacine.

2. Origine de la population BC1F6

Cette population a été obtenue a la suite du croisement entre Melakh et IT97K 499-39.
La F1 obtenue a ensuite été croisée avec le parent receveur Melakh pour donner la BC1F1.
Cinq générations successives d’autofécondation ont ensuite été effectuées pour obtenir la

population finale (BC;Fg) qui a fait 1’objet de notre étude.

3. Phénotypage des lignées de Niébé pour la résistance au Striga

Il a été réalisé en 2013. L’infestation a été réalisé le 10/07/2013 par du Striga
gesnorioides récolté le 20/11/2011 a Bambey Sérére (Fig.3) sur du niébé, suivi de semis de
graines de niébé le 18/07/2013.



4. Génotypage

4.1. Extraction de ’ADN

Les extractions d’ADN ont été réalisées a partir de jeunes feuilles (environ 10 jours)
provenant des 75 lignées de la population BC,Fg, des parents Melakh et IT97K- 499-39 et des

10 lignées élites.

4.2 Extraction d’ADN sur papier FTA (Flinders Technology Associates)

Elle a été réalisée sur des feuilles fraiches préalablement récoltées, enroulées dans du
papier aluminium et mis dans de la glace. Les feuilles ont été ensuite déposées sur le papier
FTA subdivisé en quatre parties distinctes. Chacune des parties a été soigneusement

numérotées.

A T’aide d’un petit marteau, les feuilles ont été étalées sur le papier jusqu’a ce que
celui-ci change de couleur et vire au vert clair, puis le papier a été séché dans une étuve.
Apres le séchage, un disque a été prélevé sur chaque partie a I’aide d’un stylet puis déposé
dans un tube. Deux cents microlitres de solution de purification ont ensuite été ajouté dans les
tubes contenant les disques pendant 5 min. Apres, cette solution de purification a été éliminée
et les disques ont été conservés dans les tubes. Ces étapes ont été répétées 2 fois de suite. Pour
le TE 1X on a utilis¢ la méme procédure que pour la solution de purification. Les disques ont
ensuite été¢ séchés pendant 1h 30 min a I’é¢tuve a 37°C. Cette étape a permis d’obtenir des

disques purifiés contenant de I’ADN prét a étre utilisé.

4.3 Extraction d’ADN par du tampon MATAB

Pour cette extraction 100 a 150 mg de feuilles fraiches ont été prélevées. Elles ont été
ensuite placées dans un mortier contenant 750 ul de tampon Matab, puis broyées
manuellement a 1’aide d’un petit pilon. Les broyats ont été ensuite transférés dans un tube
eppendorf de 2 ml, puis homogénéisé pendant quelques secondes et incubés dans un bain-
marie pendant 20 min. Les échantillons ont été homogénéisés toutes les 5 min et remis dans le
bain. Les tubes ont été ensuite refroidis a température ambiante pendant 5 min avant d’ajouter
de 750 ul de Chloroforme Isoamyl Alcool (CIAA), homogénéisés et centrifugés a 13000 rpm
pendant 20 min a 4°C. Apres cette étape, 600ul du surnageant ont été prélevés et transférés
dans un autre tube de 1,5 ml puis 600 pl d’isopropanol a froid ont été ajoutés. Les tubes ont
ensuite été agités légerement jusqu’a la formation d’une pelote d’ADN puis conservés

pendant 2 h au congélateur a -20°C. Les tubes ont été¢ centrifugés a 13000 rpm pendant 20



min a 4 °C. Apres centrifugation, le surnageant a été ¢liminé et le culot d’ADN lavé en
ajoutant 500 pl d’éthanol (70%). Les tubes ont ét¢ de nouveau centrifugés a 13000 rpm
pendant 20 min a 4°C.

Le surnageant a été éliminé et le culot séché pendant 1h dans une étuve a 37 C puis ’ADN a

¢été dissout dans 50 a 150 pul d’eau distillée a température ambiante pendant une nuit.

4.4 Extraction d’ADN par du DNAZOL
C’est une technique d’extraction simple qui est réalisée en quelques heures. Pour sa

réalisation des jeunes feuilles ont été prélevées et déposées dans de la glace.

100 a 150 mg de feuilles ont été pesés et déposés dans un mini-mortier, auxquels ont
été ajoutés 750 ul de DNAZOL. Le broyat obtenu a été placé dans des tubes de 2ml puis 750
ul de CIAA ont été ajoutés et I’ensemble homogénéisé délicatement. Les tubes ont été
centrifugés a 1200 rpm pendant 20 min puis 600 pl du surnageant ont été prélevés et
transférés dans un nouveau tube. Dans ce tube, un volume équivalent d’isopropanol a été
ajouté et centrifugé a 5000 rpm pendant 5 min. Le culot d’ADN a été lavé avec 600 pl
d’éthanol (70%) puis centrifugé a 5000 rpm pendant 5 min. Il a été ensuite séché a 1’étuve
pendant 30 min a 37 °C. L’ADN a enfin été dissous dans 50 pl de TE 1X a température

ambiante pendant 1h.

5. Quantification d’ADN

La quantification de ’ADN a ¢été réalisée sur un gel d’agarose a 1%. Les
concentrations ont été estimées en référence a ’intensité des bandes du marqueur de taille

Smart Ladder correspondant a des concentrations connues.

6. Electrophoreése sur gel d’agarose

La migration a ¢été réalisé sur un gel d’agarose a 1% dans un tampon TBE 0,5X
contenant 5 ul de BET (0.5 pg/ml) pendant 30 min a 100 mA. La visualisation a été réalisée
sous lumiere UV (302/312 nm) et la capture d’image a I’aide d’un appareil photo numérique

(Canon).

7. Criblage des marqueurs SSR et SNP

102 marqueurs: 89 SSR et 13 amorces reconverties en PCR spécifiques provenant

d’AFLP (C42-2B) et de séquences de SNP ont été testés sur les 12 accessions de niébé.
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Le marqueur C42-2B a été choisi car plusieurs auteurs 1’ont trouvé lié a la résistance
au Striga (Li and Timko, 2009, Asare et al, 2013). Une queue M13 de 19 paires de base
(Voire annexe) a ¢été rajoutée aux amorces sens de chaque marqueur pour permettre leur
marquage avec un fluochrome au cours de la PCR. Les PCR ont ensuite ét¢ réalisées a des
températures d’hybridation (Voir annexe) spécifiques pour chaque marqueur afin d’obtenir

des produits d’amplification qui ont été séparés par électrophorese a I’aide d’un séquenceur.

7.1 L’amplification de ’ADN

La PCR a été réalisée dans un volume total de 10 pl, contenant 5 ul d’ADN génomique a une
concentration de 5ng/ pl et 5 pl d’un mélange de ANTP (200uM), de tampon 10X (1.08ul), de
MgCl (0.50 mM), d’amorces sens et antisens (0.10 pM), d’une amorce M 13 marquée a I’IRD
700 ou 800, de Taq et d’eau. L’amorce marquée a I’IRD 700 ou 800 sert a marquer les
amplifiats en cours de la PCR. Les concentrations de chacun des constituants du mélange sont

consignées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Protocole tailing avec M13-amorce + M13 marqué en 700 ou 800 pour 12

réactions

Volume D’ADN par réaction 25 ng Volumes des réactifs du mix

Concentration final des réactifs

TP 1,0 X

DNTP 200 pM TP: 13, 80 pl

MgCL2 0, 50 Mm DNTP: 13, 80 pl
AmI1-M13 0, 08 uM Mgcl2: 1, 38 pl

AM2 0,10 pM Am1-M13:1, 10 pl
M13 marqué 0, 10 uM AM2: 1,38 pl

Taq 0,10 U/ul M13 marqué : 1,38 pl
Nombre de réactions 12 Taq : 6,90 pl
Volumes de réaction 1oul H20 :29,26ul

Marge pour le mix 15%

Volume final du mix :69ul

Volume a distribuer :5pl

La PCR a été réalisée dans des plaques a 96 échantillons. Apres distribution de I’ADN
et du mélange réactionnel, quelques gouttes d’huile minérale ont été ajoutées dans chaque
puits pour éviter 1’évaporation des produits. Les plaques ont ensuite été déposées dans un

thermocycleur pour une amplification programmeée de 2h.
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7.2 Migration des amplifiats sur le séquenceur (Licor® modele 4300)

Le but principal de cette migration sur le séquenceur est la séparation des amplifiats
PCR selon leurs tailles. Pour sa réalisation, un volume de 10 pl de bleu d’urée a été ajouté
dans chaque échantillon. Le tout a été dénaturé a 94°C pendant 3 min et refroidi a 4°C dans de
la glace. Un volume de 1,5 pl de chaque échantillon a été placé sur un rack de dépdt. Le dépot
a ¢té réalisé a I’aide d’un peigne membrane (Bio-Rad® : the gel compagny). La migration a
été réalisée pendant 1h 30 min, a 1500 V. La révélation des produits d’amplification a été

réalisée automatiquement grace a la fluorescence des IRD 700 ou 800.

8. Méthodologie du bulk ségrégant Analysis

Pour ce Bulk, 10 lignées résistantes et 10 sensibles aux Striga gesnorioides ont été
choisies en fonction du résultat des phénotypages réalisé en 2013, puis ont été mélangés pour
former deux lots d’ADN. Chaque lot contenait environ 250 mg de feuilles prélevées au niveau

des échantillons a I’aide d’un stylet de 2 cm de diameétre.
Bulk 1 (lignées sensibles au striga) :17, 125, 21, 71, 53, 12, 64, 105, 57, 120

Bulk 2 (lignées résistantes au striga) :148, 60, 55, 114, 29, 129, 139, 7, 103, 134

8.1 Extraction d’ADN et quantification des Bulks

8.1.1 Extraction d’ADN

Elle a été réalisée sur les deux lots de Bulks. A I’aide d’un stylet, des surfaces égales
de feuilles de chacune des 10 plantes constitutives des différents bulks ont été prélevées. Elles
ont été ensuite mises en pools dans des tubes et les ADN ont été extraits par la technique de

MATAB.

8.1.2 Quantification des Bulks

Elle a été réalisée a partir des deux bulks sur un gel d’agarose a 1 %, selon les mémes

principes et les mémes dosages que les précédents.
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9. Analyse de I’association marqueurs et géne de résistance au Striga

Les données de phénotypage sur la résistance au Striga de 2013 ont été utilisées pour

les analyses d’association avec les marqueurs.

Soit a et b les deux formes alléliques au marqueur, S et R les formes alléliques au géne, aS les
gametes fournis par le parent sensible (Mélakh) et bR ceux du parent résistant (IT97K-499-
39). Dans la population BC,Fg les différents types de gameétes sont aS et bR pour les gametes
d’origine parentaux (i.e. non recombinés) et aR et bS les gamétes recombinés. Dans le cas
d’une indépendance entre le marqueur et le géne nous devons observer autant de gameétes
recombinés que de gameétes parentaux, soit un rapport (6) nombre de gameétes recombinés sur
nombre de gameétes totaux. En d’autres termes on observerait autant d’individus portant
I’allele du parent Mélakh au marqueur et ayant un phénotype sensible au Striga que
d’individus portant 1’allele Mélakh au marqueur et ayant un phénotype résistant au Striga. Le

méme raisonnement est valable pour les alléles du parent IT97K-499-39.
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RESULTATS
1. Résultats du phénotypage

Sur les 75 lignées de niébé semées et qui ont levé, 45 lignées se sont révélées sensibles
au Striga et 30 lignées ont montré une résistance.

2. Résultats des quantifications

Parmi les trois techniques d’extraction utilisées, le protocole utilisant le MATAB nous
a donné les meilleurs résultats. Les extraits d’ADN obtenus par ce protocole sont de bonne
qualité¢ avec des concentrations variant de 20 a 400 ng par comparaison avec les bandes du

smart Ladder. Ces extraits ont été dilués pour obtenir des solutions de travail estimable a 5

ng /ul.

3. Criblage sur le licor4300 des marqueurs SSR et SNP

Dans ce travail 102 marqueurs dont 89 SSR et 13 PCR spécifiques provenant de
séquences de SNP ou AFLP ont ét¢ utilisées. Sur les 89 SSR, 6 ont révélé un polymorphisme
entre les 12 lignées élites choisies. Cela donne un pourcentage de polymorphisme de 6.74 %.
Au niveau des marqueurs PCR spécifiques nous avons obtenu un pourcentage de 23% de
polymorphisme correspondant a 3 marqueurs polymorphes sur les 13 utilisés. Les marqueurs
SSR polymorphes sont les suivants: VM 57, VM 39, VM 70, VM 75, VM 66, VM 30. Les
marqueurs PCR spécifiques polymorphes sont C42-2B, 6673 1R, 10811 1R. Parmi ces
marqueurs polymorphes VM 75 et VM 39 ont révélé le plus grand nombre d’alleles suivis des
marqueurs VM66, VM 70, VM57, VM30, 6673 1 R et 10811 1R qui ont révélé
respectivement le nombre d’alleles suivant : 5, 5, 4, 4, 4, 3, 2 et 2 (Fig. 4,Tableau 5,6 ).
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Figure 4: criblage avec des SSR sur les 12 accessions de niébé

I=IT97K-399-39
M = Melakh

Tableau 5: Données de génotypage des 12 accessions de nié¢b¢é avec des SSR polymorphes

VM75 VM 39
Mélakh a a
IT97K-399-39 b a
YACINE c b
SUVITA d c
MOURIDE b:d a
5031 d c
IT82K-994 d d:c
BAMBEY 21 d:e d:c
CB5 e o
DIOUNGOMA o d
KVX525 d c
UCB46 f e:c
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Tableau 6 : Alleles révélés par quelques marqueurs polymorphes sur les 12 accessions de

niébé

Marqueurs Nombres d’alleles révélés
VM 66 4 alleles

VM 75 5 alleles

VM 57 4 alleles

VM 30 3 alleles

VM 70 4 alleles

10811 1R 2 alleles

66731 R 2 alleles

VM 39 5 alleles

4. Criblage sur les lignées BC1F6 choisies

Nous avons observé 9 marqueurs polymorphes entre les 12 accessions utilisées pour le
criblage. Parmi les marqueurs polymorphes seuls 4 ont pu différencier les parents Melakh et

IT97K-439-39. Il s’agit de : VM 75, VM 57, VM 70 et C42-2B.

Ces marqueurs ont été analysés sur un bulk de lignées sensibles, sur un bulk de lignées
résistantes ainsi que sur les lignées sensibles et résistantes prises séparément. Les résultats du
génotypage des bulks sensible et résistant ainsi que des lignées sont montrés sur la figure 4 et

tableau 7.

Chaque marqueur a ét¢ testé sur 24 échantillons : les parents Melakh et IT97K-499-39 (pistes
1 et 2), les bulks résistants et sensibles (pistes 3 et 4), les 10 lignées constitutives du bulk

résistant (piste 5 a 14) et les 10 lignées constitutives du bulk sensible (piste 15 a 24).

16



Tableau 7: Données de génotypage des lignées BC1F6 choisies

Melakh IT97K BR BS R 60 29 7 103 R 134
148

Marqueurs

VM 57 a b b a a a b a C
VM70 a b h a a a a a a
C42B a b b a b b b b b
VM75 a b b a b a a b a

S17 125 21 71 53 12 64 105 57 S 120

VM57 b a a a b a a a a a
VM70 C a a a a a a a a a
C42B a a a a a b a a b b
VM75 b a a a a b a b a b
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5. Bulk Segregant Analysis

Dans notre étude nous 1’avons utilisé pour des raisons techniques : tester la sensibilité
du BSA par rapport aux protocoles d’extraction d’ADN, de PCR et de migration utilisés sur le
niéb¢é au CERAAS.

Nous avons comparé la composition allélique des bulks aux all¢les présents dans les
lignées prises de maniére individuelle. Les résultats (Fig. 5) montrent que nous avons pu
mettre en évidence dans les Bulks les différents all¢les portés par les lignées. Un des
exemples les plus frappants est représenté par le bulk de lignées résistantes du marqueur
VM70 (piste 3) pour lequel nous avons réussie a révéler deux alléles provenant du parent

IT97K-499-39 parmi huit alléles provenant du parent Mélakh.

Figure 5 : Profil généré par les marqueurs SSR polymorphes utilisés sur les lignées choisies.
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6. Association marqueurs et géne de résistance au Striga

L’association entre les marqueurs et le géne de résistance au Striga a été testée en
faisant le rapport du nombre de gamétes recombinés sur le nombre de gamétes totaux. Les

résultats de cette analyse sont consignés dans le tableau 8.

Tableau 8 : analyse de I’association entre les marqueurs et le géne de résistance au Striga

Génotype VM57 vM70 C42B-2B VM75

as 8 9 7 5
br 2 2 10 7
ar 7 8 3
bs 2 0 5
Recombinés 9 8 8
Total 19 19 20 20
Rapport (r) 0,47 0,42 0,15 0,40

Aux marqueurs, VM57, VM70 et VM75 nous avons dénombré environ autant de
gamétes recombinés que de gametes parentaux avec des rapports (r) nombre de gametes
recombinés sur nombre de gameétes totaux de 0.47, 0.42 et 0.40 respectivement. Au marqueur
C42-2B nous avons dénombr¢ trois gametes recombinés avec 0 = 0.15. A ce marqueur, tous
les individus portant 1’allele de Melakh sont sensibles au striga et, a I’exception de trois
individus, tous les individus portant I’alléle de IT97K-499-39 sont résistants au Striga. Ces
résultats sont en faveur d’une liaison génétique entre le marqueur C42-2B et le gene de

résistance au Striga.
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DISCUSSION

Dans ce travail trois techniques d’extraction d’ADN ont été utilisées. Il s’agit de la
méthode d’extraction par Matab, par le DNAZOL et sur papier FTA. Elles ont été employées
dans un but d’obtenir de ’ADN en quantité et en qualité suffisante pour les amplifications
PCR. Parmi toutes ces techniques d’extraction, une seule a permis d’obtenir des résultats
satisfaisants. Il s’agit de la technique d’extraction par le tampon Matab. Pour obtenir ces
résultats nous avons modifié certains parametres du protocole pour 1’adapter au niébé. Ces
modifications sont une augmentation de la quantité de feuille a 300 mg, du volume de tampon
Matab (850ul) et de Chloroforme Isoamyl Alcool (CIA) a 850 pl ainsi que la température
d’incubation a 55 °C. A la fin les culots obtenus ont été repris dans 50 pl d’eau distillée
pendant toute une nuit. Nous avons donc pu observer apres quantification sur gel d’agarose
des quantités d’ADN variant de 20 a 400 ng. Elles sont de loin supérieures aux quantités
obtenues dans nos travaux antérieurs (20 a 100 ng). Ces résultats intéressants obtenus nous
ont donc permis de réaliser trés facilement nos réactions d’amplifications, mais aussi avoir de

I’ADN en quantité suffisante pour la suite des manipulations.

En ce qui concerne les marqueurs SSR utilisés dans cette étude ils ont révélé un
polymorphisme faible (6.74 %) sur les lignées élites du programme de sélection du niébé de
I’ISRA. Les marqueurs PCR spécifiques ont montré un polymorphisme plus élevé (23%) que
les SSR. Cependant le polymorphisme global révélé par ’ensemble des marqueurs demeure
faible. Ceci pourrait étre expliqué par une proximité génétique du matériel de sélection (i.e.
lignées partageant des parents communs dans leur pedigree) ou par une diversité globale
limitée chez le niébé. Ce faible taux de polymorphisme chez le niébé est aussi confirmé par
les études menées par Kouakou et al ,2007 ; Coulibaly et al, 2002 ; Diouf et Hilu, 2005 ;
Badiane et al, 2012).

Dans notre étude, quatre marqueurs ont ét€¢ polymorphes entre les parents de la population
BCI1F6 : 3 marqueurs SSR (VMS57, VM70, VM75) et un marqueur PCR spécifique (C42-2B).
Ces marqueurs ont été utilisés pour génotyper la population BC1F6 et pour analyser leur
liaison avec le géne de résistance au Striga. L’analyse de 1’association phénotype/génotype
montre qu’a 1’exception du marqueur C42-2B, les autres marqueurs seraient indépendants
génétiquement du locus impliqué dans la résistance au Striga. Le marqueur C42-2B est li¢ au
locus impliqué dans la résistance au Striga avec un taux de recombinaison 6 =0.15 estimé sur
la base de nos effectifs. Une liaison génétique entre C42-2B et le locus impliqué dans la

résistance au Striga a aussi été trouvé par Li et Timko (2009) et par Asare et ses
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collaborateurs (2013). Ouedraogo et ses collaborateurs (2002) ont également identifi¢ des
marqueurs AFLP liés a des locus conférant la résistance a la race 1 du Striga gesnorioides par
un BSA.

A travers ces études 3 marqueurs liés au locus de résistance du striga (994-Rsg) se sont
illustrés. De maniére trés intéressante, un taux similaire de recombinaison entre le C42-2B a
¢été observé dans notre étude (0 =0.15) et dans celle de Asare et ses collaborateurs (2013)

(6=0.14). Nos résultats confirment donc ceux obtenus dans les études précédentes.

Par ailleurs, dans les précédentes études, le marqueur C42-2B a été trouvé associé au
locus impliqué dans la résistance a la race 3 du Striga (Omoigui et al, 2009). Or, au Sénégal,
les études ont montré que c’est la race 6 du Striga qui était présente (Lane et a, 1996). Nos
résultats portent a penser que le locus impliqué dans la résistance a la race 3 du striga serait
aussi impliqué dans la résistance a la race 6. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour
expliquer cela: (i) les races 3 et 6 du Striga sont similaires ou trés proches donc un géne
unique conférerait la résistance aux deux races, (ii) le marqueur C42-2B est proche d’un locus
majeur de résistance au Striga et les variations alléliques a ce locus seraient responsables de la
résistance spécifique, (iii) au locus de résistance au Striga il existe plusieurs geénes, chacun

étant responsable de la résistance a une race donnée du Striga.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail avait pour but d’identifier parmi un lot de marqueurs moléculaires qu’on
avait a notre disposition, ceux qui étaient liés au geéne de résistance du striga. Il a permis
d’identifier un certain nombre de marqueurs polymorphes parmi lesquels un marqueur (C42-
2B) qui est li¢ au locus impliqué dans la résistance au Striga. C42-2B pourrait donc
valablement étre utilisé dans une approche de Sélection Assistée par Marqueur (SAM) pour la
résistance au Striga. Cependant, nous avons observé environ 15% de recombinaison entre
C42-2B et le locus de résistance ce qui implique que ce marqueur aurait une efficacité de 85%
si on veut I’utiliser dans un programme de SAM pour suivre la transmission du locus au fil
des générations successives de croisement. Il serait donc important, pour la suite de ce travail,
de tester de nouveaux marqueurs génétiques pour en trouver des marqueurs plus proche du
locus de résistance. L’étude de Asare et ses collaborateurs (2013) a décrit un marqueur (SSR-
1) qui serait plus proche du locus de résistance au Striga que ne 1’est C42-2B avec une
efficacité¢ de discrimination d’environ 93%. Il serait donc intéressant de tester ce nouveau

marqueur sur notre population d’étude.

Par ailleurs, dans notre étude, nous avons mis au point un protocole performant de
BSA dans les conditions de laboratoire du CERAAS. La BSA ayant été proposée comme une
technique efficace pour génotyper un grand nombre d’individus & moindre cott, il serait
opportun de développer des populations en ségrégation de plus grandes tailles pour améliorer
la résolution de la cartographie du locus de résistance au Striga ce qui aura un effet positif sur

I’efficacité de la SAM.
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ANNEXE 1

Marqueurs SNP, PCR spécifique

Amorce code Sequence (5>3") Température d’hybridation
6673F AAGAGGTGCTTTATAAGAAG 55
6673-1R CAGGACCGATCATTTCAAATA 55
6673-2R CAGGACCGATCATTTCAAATG 55
10811F CAAGTACATTTACAAGTCAC 55
10811-1R AATAAGATGAGGACGTACAAG 55
10811-2R AATAAGATGAGGACGTACAAA 55
17133F CCGTCCTCTGCTTCCTCTGA 55
17133-1R ACATAGCAATAGCACTCATC 55
17133-2R ACATAGCAATAGCACTCATG 55
439F TCAAAGGAGTATGTGCATAT 55
439-1R ACTCAAATTATCTATGTACCG 55
4392R ACTCAAATTATCTATGTACCC 55
1989-1F TGGTCCAACAAGCAACAAAT 55
1989-2F TGGTCCAACAAGCAACAAAC 55
1989R TGAAGAACTGATTGGAGAGC 55
13665-1F TGTTCCTAGACGCACCATGCT 55
13665-2F TGTTCCTAGACGCACCATGCC 55
13665R ATGATTCCTCAACCCACCTT 55
ANNEXE 2

PCR spécifique C42-2B

Amorce code Sequence (5>3") Température d’hybridation

C42B-2B F
C42B-2BR

CAAGCTCATCATCATCTCGATG
CAGTTCCCTAATGGACAAACC

55
55




ANNEXE 3
Marqueurs SSR (Li et al., 2000)

Amorce Sequence (5>3") Température

Code d’hybridation
VMI118 GTGGGAGTTAACGAATGATGAAA 57
VMI118 CCGAAGAGTAACTAGGACCAAT

VM2 GTAAGGTTTGGAAGAGCAAAGAG 55
VM2 GGCTATATCCATCCCTCACT

VM3 GAGCCGGGTTCAATAGGTA 55
VM3 GAGCCAGGGCACAGGTAGT

VM4 AGTAAATCACCCGCACGATCG 55
VM4 AGGGGAAATGGAGAGGAGGAT

VM5 AGCGACGGCAACAACGAT 55
VM5 TTCCCTGCAACAAAAATACA

VM6 GAGGAGCCATATGAAGTGAAAAT 55
VM6 TCGGCCAGCAACAGATGC

VM11 CGGGAATTAACGGAGTCACC 61
VMI11 CCCAGAGGCCGCTATTACAC

VM4 AATTCGTGGCATAGTCACAAGAGA 55
VM4 ATAAAGGAGGGCATAGGGAGGTAT

VMI5 CGGCTGCAGCAAACAAGAG 55
VMI5 AAACCCGTGCAAGAAACCAA

VMI6 TCCTCGTCCATCTTCACCTCA 55
VMI6 CAAGCACCGCATTAAAGTCAAG

VM24 TCAACAACACCTAGGAGCCAA 55
VM24 ATCGTGACCTAGTGCCCACC

VM26 GGCATCAGACACATATCACTG 55
VM26 TGTGGCATTGAGGGTAGC

VM41 TGAATTCGTGGCATAGTCA 50
VM41 TAAAGGAGGGCATAGGGAGGTA

VM42 CCCGAACCAGCAGCAGT 54
VM42 TGGATTCGTGGCAGATAAA

VM44 TGGATTCGTGGCAGATAAAT 52
VM44 ACGCTCCACGGTGAAGATGT

VM46 TGAATTCGTGGCAAAACTC 53
VM46 CCCTGGACGGAAGACTC

VMS1 CATTGCCACTGGTTTCACTTA 53
VMSs1 GAGGCTCAGCATTTTGTTTCTAT

VMS53 GAGTTCCGTTCGTTGTGAGTAGAG 53

VMS53 ACAGAGGAGGAAAAGGAAGTATGC
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Marqueurs SSR (Li et al., 2000)

VM66 AAACAACAGAAAGGGAGAACTAAA 52
VM66 TTGCAAGAAGAATGTGAGGTGT

VM68 CAAGGCATGGAAAGAAGTAAGAT 55
VM68 TCGAAGCAACAAATGGTCACAC

VM73 CGGCGTGATTTGGGGAAGAAG 61
VM73 CTAGTAACGGCCGCCAGTGTCCTG

VM74 CTGCTACACCTTCCATCATTC 58
VM74 CCTTTGCTGTGTGGTGGTTT

VM1 TGTCAAGTGCTGGAGGATTATTCT 60
VM1 ACCCCAACCAAAACAACAACAT

VMB6 CCGCGACACTATTCACTACACTAA 61
VMSB6 GGACCAATCGTTTCGTTCAA

VM94 TCGAACTTTGGCTTGAGG 62
VM94 TGTCGTTTTGTCCCCCATTA

VM8 TGGGATGCTGCAAAGACAC 55
VM8 GAAAACCGATGCCAAATAG

VMO ACCGCACCCGATTTATTTCAT 55
VM9 ATCAGCAGACAGGCAAGACCA

VM10 TCCCACTCACTAAAATAACCAACC 55
VM10 GGATGCTGGCGGCGGAAGG

VM12 TTGTCAGCGAAATAAGCAGAGA 55
VM12 CAACAGACGCAGCCCAACT

VMI7 GGCCTATAAATTAACCCAGTCT 48
VMI7 TGTGTCTTTGAGTTTTTGTTCTAC

VM20 GGGGACCAATCGTTTCGTTC 55
VM20 ATCCAAGATTCGGACACTATTCAA

VM22 GCGGGTAGTGTATACAATTTG 55
VM22 GTACTGTTCCATGGAAGATCT

VM23 AGACATGTGGGCGCATCTG 61
VM23 AGACGCGTGGTACCCATGTT

VM27 GTCCAAAGCAAATGAGTCAA 55
VM27 TGAATGACAATGAGGGTGC

VM28 GAATGAGAGAAGTTACGGTG 55
VM28 GAGCACGATAATATTTGGAG

VM30 CTCTTTCGCGTTCCACACTT 61
VM30 GCAATGGGTTGTGGTCTGTG
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VM35 GGTCAATAGAATAATGGAAAGTGT 55
VM35 ATGGCTGAAATAGGTGTCTGA

VM39 GATGGTTGTAATGGGAGAGTC 55
VM39 AAAAGGATGAAATTAGGAGAGCA

VM48 TGGAACAACTAAACTAACCTCTCA 50
VM48 TACCTCCACACTCTCCCTCAT

VM49 GATCTTCCCGGTTGTCTCTTTTT 52
VM49 ATCCGTGCTTGGTTTATTTATTCC

VM55 GCGCCGCGCGACACTATT 54
VM55 GTTGCCGGTGACCAATCGTTT

VMS57 GGAAGGGGTAGAGGAAAAGTGAA 54
VM57 TGATGATGATGGGTGAATGAGTTG

VM65 CGCCGCGACACTATTCACTACACT 54
VM65 CGGGGACCAATCGTTTCGTTCA

VM70 AAAATCGGGGAAGGAAACC 55
VM70 GAAGGCAAAATACATGGAGTCAC

VMI CACCCGTGATTGCTTGTTG 55
VMl GTCCCCTCCCTCCCACTG

VMI8 AGCCGTGCACGAAATGAT 55
VMIg TGGCCTCTACAACAACACTCT

VM31 CGCTCTTCGTTGATGGTTATG 55
VM31 GTGTTCTAGAGGGTGTGATGGTA

VM32 GAAAAAGGGAGGAACAAGCACAAC 55
VM32 AGCGAAAACACGGAACTGAAATC

VM33 GCACGAGATCTGGTGCTCCTT 55
VM33 CAGCGAGCGCGAACC

VM34 AGCTCCCCTAACCTGAAT 55
VM34 TAACCCAATAATAAGACACATA

VM37 TGTCCGCGTTCTATAAATCAGC 55
VM37 CGAGGATGAAGTAACAGATGATC

VM38 AATGGGAAAAGAAAGGGAAGC 55
VM38 TCGTGGCATGCAGTGTCAG

VM50 TAGCACGTGCGGGGGAAAGAAA 54
VM50 CACCCAAACGATGACAATGA

VM52 GTGTATATGGGTTCTGTGAT 51
VM52 CTGCATTACGCGCTAGTTTCTCT

VM54 CACACACACACATAGATATAG 49
VM54 TCCATCACTGATCACCTGTT

VMS56 GACTGCCAATCATTTCGTTCAA 54
VM56 TGCCAGATTCGGACACTATTCAA
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VM58 TGGTGTTATTTTAAGGTGAAC 52
VM58 CGATGCGCAACCACTCA

VM59 AGTAAATTGGTCCCTCCTCT 48
VM59 ACCACTACTAATATAAGCCACAAT

VM62 CGACTCTTATACCACTTTGTT 47
VM62 CTTTTAATAGCCCGTCTCAGTTC

VM63 CGGGGACCAATCGCTTCGTT 57
VM63 TGCCAGATTCGGACACTATTCAAA

VMo64 AATCCAGAAGTTTGTGAGC 49
VMo64 AGTTTTCTAATATTTGAGGTCCAT

VM67 CGCCGTTGTCGAGGACCAA 50
VM67 CCAACTCAACCACACCTGAA

VM71 TCGTGGCAGAGAATCAAAGACAC 55
VM71 TGGGTGGAGGCAAAAACAAAAC

VM72 TGCTGAAGTGAACAATCGC 55
VM72 CCTTCTCCAACAACTCTAC

VM75 TGTGGTCCAATTTCACCTTACA 58
VMT75 GGTGAGTGTAGGAGCTAGAA

VM76 CAAGCCAAGAAGGATCAACAAAC 58
VM76 TCCTAAACGAATGCAACTAAAT

VM77 TCCACCCTCCACTTCATCTTTC 58
VM77 CGTGACTACTACTCGATAGAGA

VM78 GGATACCCATACCCGCTAAAC 58
VM78 ACATCAATGCCTCCACAGTATCT

VM79 AATCAAACAACAGAAAGGGAGAAC 58
VM79 AAGGGTGTGGTGGAGTGAGG

VMS80 GATCATGCAACACTCGGTCGTA 60
VM0 GTGTTGGTATAGCCTTGATTGGTG

VMS82 GAATTCGTGACAAGTGTGTAT 56
VMS82 GCTAGTTTCTCTCCTCAATT

VM&3 CCGCGACACTATTCACTACACT 62
VM&3 GGGGACCAATCGTTTCGTTCAA

VM4 CGAACTGCATCAACTCCCTCAACC 65
VMg4 CTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCT

VM85 ATTCGTGGAGCCTCTGAAGGT 62
VM85 CACGAGTTGTGGCTTGTGACA

VMS&7 GTGGGGTATGGCCTCTATCAA 62
VMS&7 GCCGCGACACTATTCATTCTACAT

VM8 GGGTGCGTGCGTTCGTA 61
VMS88 AATGCGACAACACAAACTCACAT

VM89 CGCCGTTGTCGAGGACCA 60
VM8&9 CCAACTCAACCACACCTGAA

VMO0 AACCACCTCATCTTCTTCC 59
VMO0 ATGTGATCCGTTGGTATTTT
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VM95 TCCACCCCAACCTCTCGTC 59
VM95 TTGGATGTTGGGGGTTGTGT
VM96 CAGTCCCCCAGCCTTGTCTA 62
VM96 AAAACCGTCACCGATCCTATCTAT
VM97 TTCGTGCTGATTTTATTAGATGAC 56
VM97 CAAAATAGAGAAATAGAGGAAGAA
VM98 GGAAGCCTTTGGAAATTGATG 58
VM98 CCCTACATTGAAGGTCAACAA
VM99 AGAGCAAAGAGGGAGAAACAAG 61
VM99 GGTGCTGGTGATGCTAAGATAA
VM100 TTTCGGTTCGCCTTCCCG 60
VM100 AACCCCACCTGCAAAACAAC
ANNEXE 4
Que M13

Que M13 CACGACGTTAAACGAC
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