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RESUME

Le niébé (Vigna unguiculata L. Walp) est une légumineuse produite au Bénin dans les
différentes zones de agro-écologiques et présente de nombreux cultivars. La présente étude a
pour but de contribuer a la connaissance approfondie de cette ressource phytogénétique, un
préalable a I’amélioration de sa productivité pour une auto-suffisance alimentaire au Bénin.
Pour ce faire, 50 accessions provenant du Bénin, du Nigéria, du Burkina-Faso, du Ghana et du
Niger ont été caractérisées au niveau moléculaire a I’aide de 22 marqueurs microsatellites dont
12 se sont réveélées polymorphes. Au total, 28 alléles ont été observés avec une moyenne de
2,33 par locus. Le pouvoir discriminant des marqueurs (PIC) a varié entre 0,11 (CP29) et 0,52
(CP13) avec une moyenne de 0,27. La plus forte diversité génétique a été observée au sein des
accessions du Nigéria (He = 0,36) alors que la plus faible a été détectée au sein des accessions
du Burkina-Faso (He=0,03). L’analyse en coordonnées principales (PCoA) a montré une
répartition aléatoire des accessions. Par contre, 1’analyse UPGMA a permis de classer les
assessions en trois groupes génétiques ne réflectant pas leurs origines géographiques. Les
résultats de cette étude montrent 1’existence d’une grande diversité genétique au sein de la
collection de niébé analysée ; ce qui est un atout pour la mise en place d’un programme

d’amélioration génétique indispensable pour la lutte contre I’insécurité alimentaire au Bénin.

Mots clés : niébé, microsatellites (SSR), locus, marqueur, polymorphisme
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ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata L. Walp) is a legume produced throughout the different agro-
ecological zones of Benin. According to these zones, it presents important number of cultivars.
The present survey has for goal to contribute to the knowledge deepened of this phytogenetic
resource, a previous to the improvement of its productivity for a food self-sufficiency in Benin.
For this fact, 50 accessions coming from Benin, Nigeria, Burkina-Faso, Ghana and Niger have
been characterized to the molecular level with 22 microsatellites of which 12 appreaded
polymorphic. 28 alleles has been observed with an average of 2.33 by locus. The discriminative
power of the primers (PIC) varied between 0.11 (CP29) and 0.52 (CP13) with an average of
0.27. The biggest genetic diversity was observed within Nigeria accessions (He = 0.36)
whereas lowest was metted between Burkina-Faso accessions (He=0,03). The Principal
Coordonnates Analysis (PCoA) brought up a uncertain accessions distribution. Thus, UPGMA
anlysis has helped to classify acessions into three genetics groups include each of the accessions
of various country. The results of this survey show the existence of a genetic diversity within
cowpea accessions, what is an asset for the setting up of a genetic improvement program to the

profit of the struggle against the food insecurity in Benin.

Key-word : cowpea, microsatellites (SSR), locus, primer, polymorphism
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INTRODUCTION

Le Bénin est un pays de I’Afrique de 1’Ouest dont la contribution du secteur primaire
(agriculture, élevage, péche et foréts) au Produit Intérieur Brut (PIB) est de 32,6 % en 2005
(Plan Strategique de Relance du Secteur Agricole, 2011). La production végeétale constitue la
principale branche avec une contribution d’environ 25% au PIB (CPSA, 2017). En effet, le
renforcement de la production agricole beéninoise avait constitué I’un des facteurs de croissance
de I’activité économique de 2014 a 2015 (RSEF-Bénin, 2016). Ainsi, les plus grandes réformes
promises dans ce domaine sont 1’augmentation du revenu et du capital de la population rurale,
la maintenance de la sécurité alimentaire et nutritionnelle en prenant soin de fortifier le flux des
produits béninois d’exportation (Programme d’Action du Gouvernement : volet agriculture,
2016). Plusieurs filiéres font actuellement 1’objet des priorités de 1’Etat béninois. Parmi celles-
ci se retrouve le niébé (Vigna unguiculata L. Walp), une légumineuse largement consommeée

sur toute 1’étendue du territoire national.

Le niébé (V. unguiculata L. Walp) est I’une des légumineuses les plus produites sur le plan
mondial (Kareem et Taiwo, 2007). Cette légumineuse est produite dans la majorité des zones
agro-écologiques du Bénin (FAO, 1995). C’est une culture dont la production garantit la
sécurité alimentaire des pays en développement. Au Bénin, produit pour ses jeunes feuilles,
jeunes gousses et graines séches ou non, les graines de cette Iégumineuse sont transformées en
poudre, beignets et autres produits (Kossou et al., 2001; Zannou et al., 2004). Elles sont riches
en protéines (22 %), en carbohydrates et en éléments minérales (Stoilova et Pereira, 2013). Par
ailleurs, sa production présente aussi des avanatges sur les plans agronomique (fertilisation
naturelle du sol par son apport en Azote), économique (vente des graines et feuilles) et dans la

production animale (alimentation du bétail a base des résidus de récolte) (Muleba et al., 1997).

La production de V. unguiculata au Bénin connait plusieurs contraintes biotiques et abiotiques
(Kossou et al., 2001). 11 s’agit de 1’action dévastatrice des insectes ravageurs (Houinsou et al.,
2014 ; Barro et al., 2016), de I’indisponibilité des semences certifiées de production (Houindé
et Adji Kakpo, 2016), de I’inefficacité des produits de traitements (Adigoun, 2002) et de la
sensibilité a la sécheresse extréme (Martins, 2014). En effet, I’ignorance de 1’existence du
matériel végétal avait déja été identifiee comme une contrainte de production du niébé et des
ressources phytogénetiques du Bénin dans le rapport de la FAO en 1995. Ce facteur a été
confirmé par les enquétes réalisées par Houindé et Adji Kakpo (2016) dans la commune de

Save. Pendant lesdites enquétes, les producteurs ont une fois encore stipulé que I’une des

Réalisé et présenté par Pulchérie J]. HOUINDE 1
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contraintes majeures liées a la production du niébé dans leur zone est I’inexistence de semences

certifiées.

Dans I'option de résoudre le probléme relatif au manque de semences certifiées, le
développement (création/ameélioration) de nouvelles variétés et la vulgarisation de ces dernieres
auprés des producteurs constituent une priorité. 1l est donc important de disposer des
informations sur la morphologie et le génotype des cultivars de niébé existants afin d’installer
une banque de semences pour une meilleure sélection sur la base des caractéristiques de
chacune d’elles. Ainsi, récemment une caractérisation morphologique a été faite par Gbaguidi
et al. (2016) sur prés d’une centaine de cultivars de niébé au Bénin. Cette étude a révelé
I’existence d’une grande diversité phénotypique au sein de ces cultivars. Ils ont également
mentionné que cette diversité constatée peut étre la résultante entre 1’effet du génotype et des
facteurs de I’environnement. Cette hypothése émise ne peut étre démontrée que partiellement
avec la caractérisation moléculaire génétique qui ne saurait directement montrer I’action du
facteur environnement. Par conséquent, la caractérisation moléculaire des cultivars de niébé du

Bénin est nécessaire.

Ainsi, dans le but de révéler la diversité existante entre les cultivars du Bénin et de certains pays
de I’ Afrique de I’Ouest, la présente étude a été initiée « Caractérisation génétique moléculaire

des accessions de niébé (Vigna unguiculata L. Walp) utilisant des marqueurs microsatellites »

Objectifs et Hypothese de recherche

Réalisé et présenté par Pulchérie J]. HOUINDE 2
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L’objectif général de ce travail est de contribuer a la connaissance de la diversité génetique au

sein des accessions de niébé (Vigna unguiculata L.Walp) en vue d’une amélioration génétique
de leur productivité.

Plus spécifiqguement, ce travail vise a :

e Evaluer la variabilité génétique au sein des accessions de niébé aux moyens des

marqueurs moléculaires ;

e Déterminer la structuration génétique des accessions de niébé.

Les hypothéses qui sous-tendent les objectifs présentés ci-dessus sont :

e Les accessions étudiés presentent une forte diversité génétique.

e La plupart des accessions évaluées dans cette étude ont montré une classification

indépendamment de leurs origines
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1.1.Généralités sur le niebé (Vigna unguiculata (L.) Walp)

1.1.1. Origine et Taxonomie du niébé
Le niébé appartient au genre Vigna d’origine asiatique et constitué d’environ 150 espéces
herbacées (Verdcourt, 1970 ; Caburet et Hekimian Lethéve, 2009). Les variétés de niébé
cultivées font partie de I'espéce Vigna unguiculata (L.) Walp. Sa position systématique est

présentée dans le Tableau 1.

Tableau 1: Taxonomie du niéhé

Régne Végétal
Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Super ordre Leguminosaes
Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Sous famille Faboideae
Genre Vigna

Section Catjang

Tribu Phaseoleae
Sous tribu Phaseolinae
Espéce Vigna unguiculata

Source: Maréchal et al., (1978)

1.1.2. Morphologie du V. unguiculata
Le niebé est une plante herbacée annuelle autogame, a port rampant, érigé ou volubile selon
les cultivars, les conditions de température et de photopériode (Caburet et Hekimian Letheve
2009). La racine principale est pivotante, bien développée et les racines latérales et
adventives sont nombreuses. La tige est anguleuse, ou presque cylindrique (Figure 1). La
germination est epigée. Les deux premiéres feuilles sont opposées, les suivantes sont alternées,
pétiolées et trifoliées. Chaque nceud de la tige porte trois bourgeons axillaires et deux stipules
prolongées sous l’insertion. L’inflorescence est une fausse grappe axillaire ou terminale
atteignant 35 cm de long, a fleurs groupées pres du sommet. Le rachis est tuberculé et les fleurs

sont bisexuées. Ces dernieres sont de couleurs variables : blanches, jaunétres, bleu pale, rose,
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violet. Le fruit est une gousse cylindrique de 8-30 cm de long, renflées a I’emplacement des
grains, de taille et de pigmentations variables, pendantes ou dressées. Les gousses contiennent
8-30 graines. Les grains présentent une grande variété de colorations (unis, a ceil, bicolores,
tachetés...) et de taille (Figure 1).

Figure 1: Photo montrant une tige et quelques graines de niébé
Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Cornille

1.1.3. Ecologie du V. unguiculata

La production de cette culture nécessite une pluviométrie moyenne de 900-1500 mm/an
(Adegbola et al., 2012). La répartition bi-modale (deux saisons séches et deux saisons
pluvieuses) offre la possibilité de deux campagnes agricoles par an pour cette culture au Bénin.
Il se développe sous une température variant de 25-28 °C et sur un sol sableux-limoneux ,

limoneux-argileux, bien drainé et profond de pH compris entre 6 et 7 (Dugje, 2009).

1.1.4. Importance du V. unguiculata
Le niébé est une importante denrée de base de 1’Afrique subsaharienne (Dugje, 2009) et sa
culture présente des avantages sur les plans nutritionnel, agronomique et économique.
En effet, le niébé est la principale source de protéines végétales, la plus appropriée aux
populations les plus pauvres (Détongnon et al., 2000). Encore appelé « viande du pauvre »
(Diouf et Hilu, 2005), la plante de niébé est trés riche en microéléments et procure ainsi aux

consommateurs les éléments nutritifs déficients dans les céréales, comme 1’histidine (Cissé et
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Hall, 2003). Certaines transformations alimentaires faites des graines et feuilles du niébé sont

listées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Transformations alimentaires du niébé

Organes Nom local du produit

utilisés transformé

Mode de préparation et de consommation

Graines Abobo

Atta
Mangnimangni

Atassi

Adowe

Zankpiti

Adalou

Feuilles -

Source : Adapté de Soule (2002)

Graines bouillies, assaisonnée et accompagnées

d’huile ou de la friture et du gari ou du pain
Graines moulues, assaisonnée, pétri et frit en beignets
Graines moulues, assaisonneées et cuit a vapeur humide

Graines cuites directement avec du riz et

accompagnées avec de la friture

Graines débarrassées de I’épiderme et cuites en

bouillie accompagnées de pain

Graines bouillies, assaisonnée et préparées en pate

avec de la farine de mais

Graines grillées en compagnies du mais et

assaisonnées de sel

graines bouillies avec du mais, assaisonnées et

accompagnées d’huile ou de la friture et du gari
Moulues et assaisonnées comme sauces.

Utilisées comme épinard

N.B : Les noms utilisés dans le Tableau 2 sont en langue « Gun » du Bénin

Sur le plan agronomique, les racines du niébé en symbiose avec les rhizobiums permettent

la fixation biologique de I’azote atmosphérique, ce qui contribue a restaurer la fertilité du sol.

Les études de Bado (2002) ont montré qu’une culture pure de niébé peut fixer 50 a 115 kg

d’azote/ha et ceci participe pour 52 & 56 % a la satisfaction de ses propres besoins. En plus, il
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améliore les propriétés physiques et biologiques des sols et assurent la solubilisation des
phosphates de calcium et de phosphore grace aux exsudats racinaires.

Sur le plan économique, les graines, feuilles vertes, et fourrages sont vendues et aident les
producteurs a améliorer leurs revenus (Adegbola et al., 2012). C’est une culture dont toutes les
parties (feuilles, tiges, gousses) restantes apres la récolte sont utilisées dans 1’alimentation
animale (Diouf et Hilu, 2005).

Les graines seches du niébé sont vendues chéres (500-700 FCFA/kilogramme) en période de
soudure (Soule, 2002) ; ceci permet aux femmes et aux hommes producteurs de subvenir a
leurs propres besoins et aux besoins de leurs progénitures. Cette culture permet également
d’amenuiser les dépenses liées a I’alimentation des animaux d’¢élevage et de faire ainsi de grand

profit.

1.1.5. Production du niébé au Bénin
La superficie emblavée est en moyenne de 11 800 000 ha/an (Ouali-N’goran et al., 2014). Selon
Nkouannessi (2005), plus de la moitié de la production mondiale est enregistrée en Afrique de
I’Ouest ou le Nigéria est le plus grand producteur (Soule, 2002). L’ Afrique de I’Ouest constitue

la forte zone de consommation de cette Iégumineuse.

Faisant partie de I’alimentation de base de la population béninoise (FAO, 1995), environ 7%
des terres agricoles de Bénin sont consacrées a sa production (MAEP, 2012 ; Soule, 2002).
La productivité moyenne au Bénin est de 700 kg a I’hectare (Simon, 2011). La Figure 2 présente

les productions annuelles de niébé au Bénin de 2004-2017.
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Figure 2 : Production béninoise du niébé

Source : adapté de BCEAO (2017)
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1.1.6. Contraintes de production du niébé au Bénin
Malgré son importance, sa production est limitée par 1’action dévastatrice des insectes
ravageurs lors du développement au champs et en stock (Kossou et al., 2011 ; Adegbola et al.,
2012 ; Houinsou et al., 2014 ), la non disponibilité des semences de qualités (Houindé et Adji
Kakpo, 2016) et des contraintes liées au changements climatiques telles que la sécheresse
(Martins, 2014).

En effet, jusqu’a nos jours les producteurs de niébé du Bénin n’achétent pas les semences
certifiées pour leur production. Ils se rendent généralement au marché chez les bonnes dames
pour acheter les grains de consommation et en utiliser comme semences. D’autres conservent
une partie de la campagne précédente pour pouvoir les semer dans la campagne suivante. Ce
facteur de la chaine de production affaiblit la productivité malgré toutes les peines des

producteurs a obtenir un bon rendement (Houindé et Adji Kakpo, 2016).

Les maladies causees par ces microorganismes les plus fréquentes sont la pourriture de la tige

(Sclerotium), la pourriture des racines et du collet, la fonte des semis, la cercosporiose, les
taches foliaires (Septoria), le flétrissement fusarien et les gales (Adandonon et al., 2005 ;
Adandonon et al., 2006 ; Dugje, 2009).

Plusieurs insectes perturbent également cette culture pendant toutes ses phases de production
et post-récolte. Il s’agit des pucerons (Aphis craccivora) (Dugje, 2009), les thrips floricoles
(Megalurothrips sjostedti Trybom) (Reddy et Bankoula, 1988), la foreuse des gousses
(Maruca vitrata Fabricius) (Sani et Umar, 2016 ; Bal, 1992), la punaise suceuse de gousse
(Clavigralla tomentosicollis Stal) (Dugje, 2009) et la bruche du niébé (Callosobruchus
maculatus) (Dugje, 2009).

Par ailleurs, les changements climatiques restent un passage difficile du cycle de
développement de tous les étres vivants. La présente culture est sévit par la secheresse surtout
pendant sa phase de floraison (Martins, 2014 ; Gbaguidi et al., 2013, Mafakheri et al., 2017).

1.2.Caractérisation moléculaire

1.2.1. Définition et importance des marqueurs moléculaires
La caractérisation des ressources phytogénétiques est un sujet d’actualité pour toutes les especes
existantes. De facon classique, elle se fonde sur les caractéres morphologiques et ceux

moléculaires. En effet, la caractérisation morphologique a souvent des complications dues aux
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effets de I’environnement sur le génotype ; ce qui la rend incomplete (Roldan-Ruiz et al., 2005).
Celle moléculaire est basée sur 1’information genétique (ADN) des espéces caractérisées. Elle
est trés specifique et vient confirmer (justifier) les informations retenues sur la morphologie.
Les marqueurs moléculaires ont plusieurs applications notamment dans les programmes
d’amélioration des espéces végétales. ls contribuent a I’analyse de la diversité génétique, de la
sélection assistée par des marqueurs et de I’établissement de la cartographie. Selon Mohammadi
et Prasanna, (2003), ¢’est un Véritable outil dans les programmes d’amélioration et de création

variétale.

1.2.2. Différents types de marqueurs moléculaires
Selon de Vienne (1998), plusieurs marqueurs moléculaires ont été identifiés pour la
caractérisation moléculaire des espéces vegétales dans le monde tels que : RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism), SNP (Single Nucleotide Polymorphism) et SSR
(Simple Sequence Repeat). Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe capable de
renseigner sur le génotype d’un locus ou des loci voisin (s) (Najimi et al., 2013). Ce sont des
fragments d’ADN qui servent de sonde pour I’identification des éventuelles mutations d’une
espéce (Gaillardin et Tinsley, 2007). Ainsi, un bon marqueur est polymorphe, robuste,
codominant, distribué régulierement le long du génome, discriminant, non sujet aux influences

environnementales.

En effet, la RAPD introduite par Williams et al. en 2009 est basée sur 1’amplification
enzymatique des fragments courts de 10 bp de I’ADN (Chebbil et al., 1995). Fort de la petite
longueur de I’amorce et de la faible température d’hybridation (35-40°C), I’hybridation de la
séquence cible est trés fréquente (Diouf et Hilu, 2005). Sa plus grande faiblesse est la faible
reproductibilité de certains produits de 1’amplification (Chebbil et al., 1995). Etant un
marqueur dominant, ils présentent des problemes de co-migration et de reproductibilité. La
RAPD avec ces différentes composantes ont été pratiquées. Zannou et al. (2008) ont fait la
caractérisation moléculaire génétique de 70 accessions de niébé du Bénin sur la base des RAPD.
Ces accessions ont été groupées en 7 avec une similarité de 71% sur la base de 'UPGMA

(Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages).

La RFLP développée par Botstein et al. (1980) repose sur la variabilité de la séquence
nucléotidique de ’ADN apres digestion par des enzymes de restriction. Les RFLPs sont

identifiés en utilisant les enzymes de restriction qui coupent I’ADN uniquement sur des sites de
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restriction détermines. Une fois amplifié par PCR, un fragment de géne est exposé a une enzyme
de restriction spécifique qui coupe seulement 1’une des formes alléliques. Les amplicons digérés
sont résolus par électrophorese. Cette technique est lente, laborieuse et nécessite une grande
quantité d’ADN. Elle a une faible robustesse, un faible niveau de polymorphisme et co-

dominant.

Les polymorphismes de longueur de fragments amplifiés (AFLP) publiée par VVos et al. (1995)
sont des marqueurs bialléliques. 1ls sont basés sur la mise en évidence conjointe de
polymorphisme de sites de restriction et d’hybridation d’amorces arbitraires. C’est une
technique d’empreinte d’ADN qui détecte les fragments de restriction d’ADN par PCR. Les
AFLP générent des quantités énormes d’informations qui nécessitent des analyses
automatisées, et pour cela des technologies informatiques. Ils sont des marqueurs dominants.

Cette technique a été utilisée par Fang et al. (2007) pour la caractérisation du niébé.

Les SNPs sont des variations des nucléotides simples qui ne changent pas la longueur globale
de la séquence d’ADN dans la région. IIs sont trés abondants et se produisent partout dans le
génome. lIs sont localisés dans les régions non codantes et ne présentent pas un effet direct sur
I’expression de ces régions. Néanmoins, certains introduisent des mutations dans des séquences
qui peuvent donner lieu a des changements dans la structure ou la régulation des protéines. Ce
sont des marqueurs bialléliques qui révélent la variation au niveau d’un seul nucléotide. Les
SNPs ont été utilisés dans 1’étude de la diversité génétique et I’estimation de la structure de
768 accessions de niébé de 56 pays par Xiong et al. (2016). L’arbre phylogénétique réalisé a

permis d’avoir trois (03) différentes populations

Reposant sur le nombre d’unités (1-6 bp) de répétition, les microsatellites (SSRs) procurent un
fort taux de polymorphisme (Asare et al., 2010; Wamalma et al., 2016 ; Mafakheri et al., 2017).
Produit pendant I’amplification de I’ADN, les microsatellites sont distribués partout dans les
génomes des plantes et animaux. La variation dans cette région est détectée avec la PCR et
visualisée sur un gel d’agarose ou d’acrylamide. Les microsatellites (SSR) sont des marqueurs
moléculaires hypervariables, codominants, rodustes et informatifs pour les analyses dans le
génome. En effet sur un locus donné, ils révelent plusieurs all¢les différents 1’un de 1’autre. Au
Ghana, la caractérisation moléculaire de 141 accessions a été conduite sur la base des marqueurs
SSRs par Asare et al. (2010). Le contenu informatif de polymorphisme (PIC) obtenu était de

0,37 avec une moyenne de 3,8 alléles par locus.
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1.2.3. Réaction en Chaine de la Polymérase (PCR)

La PCR est une technique de biologie moléculaire qui permet de copier en grand nombre une
séquence d’ADN cible. Les propriétés fondamentales de complémentarité des bases
nucléotidiques et de réplication semi-conservative et de réplication semi conservative de la
molécule d’ADN sont exploitées pour cette multiplication in vitro. Sa réalisation nécessite des
amorces (primers en anglais) arbitraires ou spécifiques des séquences a amplifier, une matrice
d’ADN, les bases nucléotidiques (dNTPs), I’ADN polymeérase (Taq polymérase) et un tampon
PCR. La PCR se réalise dans un thermocycleur et suit les étapes ci-dessous :

e Dénaturation de la molécule par la chaleur c’est-a-dire la séparation des deux brins
constituants la molécule d’ADN sous I’effet de la chaleur ou de la hausse de la
température.

e Hybridation d’amorce : elle consiste a la fixation d’amorce sur chaque brin afin
d’identifier la séquence d’intérét.

e Elongation : la séquence d’intérét est copiée par synthése du nouveau brin. Cette
élongation a lieu grace a la Taq polymérase.

L’ensemble de ces trois étapes constitue un cycle. Cette réaction s’enchaine en cycles
successifs : réaction en chaine de la polymérase. A la fin d’une réaction de PCR a n cycles, on

dénombre 2" molécules identiques entre elles et identiques a la molécule mere.

1.2.4. Etat de la diversité génétique au sein des cultivars et variétés de V.
unguiculata (L.) Walp dans le monde

Le niébé¢ est une espéce diploide (2n =22 chromosomes) dont la taille du génome est d’environ

630 Mb (Muchero et al., 2009; Wamalwa et al., 2016).

Sur le plan international, des études ont été conduites pour déterminer 1’origine mére du niébé.
Xiong et al. (2016) ont prouvé que I’Afrique de I’Ouest et de L’Est sont les premiers milieux
de domestication du niébé produit de nos jours grace a une étude de diversité genétique et de
structure de la population . Leur travail a également montré 1’évolution des accessions de
chaque pays par rapport a celles sauvages. Par ailleurs, des travaux de caractérisation tels que
les études de Mafakheri et al. (2017) ont été abordé sur des accessions d’origines différentes,
Wamalwa et al. (2016) sur les accessions du Kenya. Ces derniers ont obtenu 2 groupes
d’accessions sur les 19 caractérisés avec 2 marqueurs SSRs. Mafakheri et el. (2017) ont obtenu
aprés classification des groupes qui ne se sont pas formés en fonction des origines des

accessions. Ces mémes travaux de caractérisation en 2012 au Nigéria ont révélé la disponibilité
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d’une diversité génétique au sein de 20 accessions du pays sur la base de six (06) marqueurs
SSR (Adetiloye et al., 2012). En effet, ils ont identifié 05 groupes indépendant des zones de
collection et des zones agro-écologiques au coefficient de similitude de 70 %. De plus, Au
Ghana, Asare et al. (2010) ont caractérisé 142 accessions des différentes zones agroécologiques
de ce pays sur la base de 20 marqueurs SSRs polymorphes. Un dendrogramme a cing (05)
branches principales dont chacune n’est pas liée ni a la zone de provenance de ces accessions
ni a leur couleur. Au Sénégal, les RAPDs ont permis de révéler le niveau de la diversité
génétique entre accessions et variétés de niébé (Diouf et Hilu, 2005). Au Brésil, Spiaggia et al.
ont généré un arbre phylogénétique sur la base duquel la diversité génétique des niébés du Brésil
a été révelée. Cette étude a été faite sur 30 accessions de trois espéces: V. unguiculata, V.

umbellata et V. angularis.

Diverses études ont été menées sur cette culture surtout sur la gestion de ces ravageurs
principaux et la mise au point de variétés resistantes et tolérantes par les méthodes de
biotechnologie classique (croisement) au Bénin (Dannon et Tamo, 2015). Cependant, celles
concernant les diversités morphologique et moléculaire des accessions locales sont encore a
leur début. Les plus récentes portent sur la caractérisation agro-morphologique (Gbaguidi et al.,
2015) et la caractérisation génétique moléculaire basée sur les RAPD (Zannou et al. 2008) des

différentes accessions de niébé cultivées au Bénin.

Agbahoungba at al. (2018) ont identifié parmi 66 marqueurs SSRs spécifiques au niébé deux
marqueurs CP37/38 et CP215/216 qui sont liés au QTLs (Quantitative Trait Loci) de la
résistance aux thrips floricoles du niébé. Ces marqueurs pourront par la suite étre utilisés dans

les programmes de sélection d’une variété de niébé tolérante au thrips floricoles.
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Il. MATERIEL ET METHODES
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2.1. Milieu d’étude
La présente étude a été réalisée dans deux (02) différents lieux dans I’enceinte du campus de

I’UAC situé dans la commune d’Abomey-Calavi, département de 1’ Atlantique. Il s’agit du :

e Site de multiplication du Laboratoire d’Ecologie Appliquée de la Faculté des Sciences
Agronomiques (LEA/FSA) et,

e Laboratoire des Ressources Génétiques et Améliorations des Espéces (LaREGAME)
de la FAST. Il se trouve dans le batiment « laboratoire pluridixiplinaire Cyprien
GNANVO ».

2.2.Matériel

2.2.1. Matériel végétal

Le matériel végeétal utilisé pour cette étude est une collection de cinquante (50) variétés et
cultivars de niebé. Les semences des variétés ont étés recueillies a I’Institut International
d’Agriculture Tropicale (IITA), a I’Universit¢ de Makurdi (Nigéria), a I’Institut National de
I’Environnement et de Recherche Agricoles (INERA) (Burkina-Faso), au SARI (Ghana) tandis
que celles des différents cultivars ont étés collectées chez les producteurs du Bénin, du Nigéria,
du Ghana et du Niger. Les informations sur ces variétés et cultivars sont présentées dans le
Tableau 3.

Tableau 3 : Noms locaux/Codes et origines du matériel végétal

N° Nom local/Code origines
A01 Tola Bénin
AQ2 Awonliyikun Nigéria
A03 ITOOK-1263 Nigéria
A04 Agbloto Bénin
A05 Kpojiguégué Benin
A06 Vita-7 Nigéria
AQ7 Elisabeth Bénin
A08 Apagbala Nigéria
A09 IT97K-556-6 Nigéria
Al0 IT97K-499-35 Nigéria
All KVX771-106 Burkina-Faso
Al2 UAMO91055-6 FUAMPEAL Nigéria
Al3 TVU 415 Bénin
Al4 MAWUNA Benin
Al5 Mawunan gbadonou Benin
Al6 TVU 15445 Nigéria
Al7 SEWE Bénin
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Al8 UAMO91051-FUAMPEA?2 Nigéria
Al9 KV X442-2-2554 Burkina-Faso
A20 SARC 1-91-1 Ghana
A2l TAWA Bénin
A22 ANONSI Bénin
A23 Glessissafodo Bénin
A24 Kplobé Bénin
A26 IT86D-888 Nigéria
A27 IT89KD-288 Nigéria
A28 Padituya Nigéria
A29 Kpegbikoun Bénin
A30 Kpodobobo Bénin
A3l Kumassi Ghana
A32 Nontchewagbéhami Bénin
A33 TVU 946 Nigéria
A34 IT84S2246-4 Nigéria
A35 Komcallé Burkina-Faso
A36 Adjayikoun Bénin
A37 TVU-8461 Nigéria
A38 Tiligré Niger
A39 Kaki gros grain Bénin
A40 IT93K-452-1 Nigéria
A4l Tonton Bénin
A42 Akounado Bénin
A43 TVU 4557 Nigéria
A44 Toumpipeaké Nigéria
A45 Toumkalam Niger
A46 Kaki petit grain Bénin
A47 Djetoko Bénin
A48 Atchawékun Bénin
A49 Sanzibanili Ghana
A50 Vidéyikun (True) Bénin

2.2.2. Marqueurs moléculaires

Au laboratoire, vingt-deux marqueurs ont été utilisés pour les PCR. Le Tableau 4 présente les

informations concernant ces marqueurs. Ils sont sélectionnées dans la base de données du niébé

(http://cowpeagenomics.med.virginia.edu/CGKB/).
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Tableau 4: Marqueurs micosatellites

Noms des marqueurs Longueur Séquence des amorces
(bp)
[SSR-6169] CP1F 20 ACCCAAGGACTTCAAGAGCA
CP1 CP1R 20 CGAGTGCAAGAAATGGTTCA
[SSR-6170] CP2F 20 ACCTGCATTGCCTCATATCC
CP2 CP2R 20 GCTGATTCGGCTTGTTCTTC
[SSR-6171] CP3F 20 ATTCGATCCAACCCAATGAC
CP3 CP3R 20 AGCGAAGGCATGTTCGTAAG
[SSE'PG4172] CRak 20 GGAAGACACGCGTTATGGTT
CP4R 23 TTTTTCCACTAAAAGGTTTGTCA
[SSR-6173] CP5F 20 AGATCCCACGCTGATTATGG
CP5 CP5R 20 ACTTGACGCAGAGCCATCTT
[SSR-6174] CP6F 20 TCCTTAGAGGTCCAGCCAGA
CP6 CP6R 20 GGAGGAAGAGAGCACACACA
[SSR-6175] CP7F 20 GCAAGCTTTTGGAAGTTGGA
CP7 CP7R 20 GGCCAGAAGCATGAATCACT
[SSR-6176] CP8F 20 GCCACAAGTGCTTGAAGTGA
CP8 CP8R 20 CCACGTAACGAGGATCAACA
[SSR-6179]  CP11F 27 GGATTCAAGAATATTGGTGTTTTCTCC
CP11 CP11R 26 TGCCATCTCTTATCAAGACACTTTAG
[SSR-6181]  CP13F 20 AATGACCCACAAAGCAAAGT
CP13 CP13R 20 TTGGCCCAAAATATCACACA
[SSR-6185]  CP17F 20 CGGAAAAGTAGAGGGCACAG
CP17 CP17R 20 AGAGGTTTGATACGCGCACT
[SSR-6187]  CP19F 20 ACCGCCTAACCCAAGAGTTT
CP19 CP19R 20 TGGGACCACTTCCTTTTCAG
[SSR-6189]  CP21F 20 CTCAATGTCCAACCAGGTCA
CpP21 CP21R 20 CAACTCACCAAAGGGAAGGA
[SSR-6190]  CP22F 20 CGAGTTGCGATATCTCCCTG
CP22 CP22R 20 CGAAGACGACAACACAGTGG
[SSR-6191]  CP23F 24 AAACTGCTAACCAGAAACAGAAAA
CP23 CP23R 20 TGTCAATTTTGTTGGCCTCA
[SSR-6192]  CP24F 20 AACGGGTCCTAAACGAATGA
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CP24 CP24R 20 ATCCTTGAACTCCGTGTTGC
[SSR-6193]  CP25F 20 ACCAAAGCAACACCAACACA
CP25 CP25R 20 GATGTGGGAAGAAGCTGAGG
[SSR-6195]  CP27F 20 GATGCTGGTGCTTGTATGGA
CpP27 CP27R 23 TAATTTCTACGCAAGGGAGAGAG
[SSR-6196]  CP28F 20 TGAAAGAATCCTCGTCATCG
CcpP28 CP28R 20 TCAGGTCCAAAGAGCCAAAC
[SSR-6197]  CP29F 20 CATGGCTATCATGGGTCCTT
CP29 CP29R 22 TGATGTACGGAGTGAAGGAAGA
[SSR-6198]  CP30F 20 TGAAGCAAAGGGAGTTGTGA
CP30 CP30R 20 GAAAGCCCAAAAGGGAAAAA
[SSR-6200]  CP32F 20 CCAGACAGTGCATCCCATAG
CP32 CP32R 22 GCGTTGATTTATGGACATTCAA

2.3.Méthodes

2.3.1. Semis des accessions et varieties

Le semis a été fait le 18 Aodlt 2018 dans la serre et sur le site expérimental du Laboratoire
d’Ecologie Appliquée de la Faculté des Sciences Agronomiques (LEA/FSA). Dans la serre, de
petits seaux ont été préalablement remplis de sable au 2/3. Ainsi, une fois bien arrosée, le semis
a eu lieu a raison de trois (03) graines par poquet repetés. Pour le terrain, un nettoyage du site

a été fait, suivi par le piquetage dans le but de délimiter la parcelle de chagque accession.

L’écartement observé est de 0, 75 m entre lignes et 0,25 m entre plants (Figure 3).
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Figure 3: Plants en pots et en plein champs

2.3.2. Prélévement des feuilles

Pour cette étape, nous avons fait le prélevement des feuilles un (01) mois apres semis. Cette
opération a consisté a couper a I’aide d’une paire de ciseaux les plus jeunes feuilles de plusieurs
plants de chaque accession dans un tube préalablement désinfecté et étiqueté (méthode de
bulking) (Figure 4). Ces tubes sont ensuite conditionnés dans un récipient contenant de la glace

afin d’éviter le dessechement des feuilles lors du déplacement vers le laboratoire.

Figure 4: Prélevement des feuilles de niébé

2.3.3. Extraction d’ADN

L’extraction de I’ADN a été faite a partir de 0,25 g de feuilles de chaque accession suivant le
protocole décrit par Rogers et Bendich (1985) et recemment utilisé sur le niébé par Zannou et
al. (2008) (Figue 5a). En effet, les feuilles ont été broyées dans du tampon CTAB (Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide) préalablement chauffé a 65 °C dans des mortiers a 2 x 500 pL
de capacité (Figure 5b). Le broyat obtenu a été directement incubé a 65 °C pendant 40 minutes.
Apreés refroidissement, le broyat a été centrifugé pendant 10 minutes a 12 000 tours/minute dans
du Phenol Chloroforme-lsoamyl 25:24:1 (500 pL). (Figure 5¢). Le surnageant est récuperé dans
un nouveau tube éppendorf de 2 mL. Une deuxiéme centrifugation a été conduite en présence
de Chloroforme Isoamyl (24:1). On retire a I’aide d’une micropipette le surnageant obtenu dans
un tube de 1,5 mL. De I’isopropanol frais (500 pL) a été ajouté et laissé au congélateur pendant
20 minutes pour précipiter I’ADN. Une troisiéme centrifugation a été faite afin de permettre a
la pelotte d’ADN de se stabiliser dans le fond du tube. De 1I’éthanol 70 °C frais a été ajouté au

culot formé et centrifugé pour le lavage. Le culot est séché pendant quelques minutes a
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température ambiante (Figure 5d). Enfin, I’ADN est dissout dans de I’eau distillée stérilisée
(150 mL) et conserveé a -20 °C.

Figure 5: Quelques étapes de ’extraction de I’ ADN
(a:Pesage, b:Broyage, c:Produit de centrifugation et d:Séchage)

2.3.4. Vérification et dosage de PADN

L’ADN dissout a été vortexé pendant quelques secondes afin d’homogénéiser la solution. Un
tampon (5 uL d’eau distillée + 3 pL de Bleu de charge) a été ajouté a 2 uL d’ADN de chaque
échantillon puis déposée sur gel d’agarose a 1 %. Aprés une migration pendant 30 minutes a
140 V, les gels ont été observés au trans-illuminateur pour tester la qualité de I’ADN extrait.
L’ADN de chaque échantillon a été par la suite dosé au spectrophotomeétre et des dillutions au

1/100 ou au 2/100 ont été réalisées selon le cas pour constituer les solutions de travail.
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2.3.5. Reéaction en Chaine de la Polymérase (PCR) et Electrophorese

La PCR a été préparée dans une plaque PCR de 96 puits (Figure 6) pour un volume réactionnel
de 25 pL. Le mélange contenait 0,1 pL de Taq polymeérase, 3 pL de la matrice d’ADN, 16,65
uL d’eau (H20) distillée stérilisée, 2 L d’amorces (Foward et Reverse) (Tableau 3), 0,75 pL
de dNTP et 2,5 uL de tampon. La réaction de PCR a été faite a I’aide d’un Thermocycleur de
marque PTC-100 MJ Research Inc. (Programmable Thermal Controller) (Figure 6). Le Tableau

5 présente ainsi les différentes étapes de la PCR et leurs différentes températures.

plax 9

L)
.
(S
J

- ++ PTC-1007
)
L)
&
J

-

Figure 6: Plaque a 96 puits et un thermocycleur

Tableau 5: Etapes des PCR

Etapes Température (°C)  Durée Cycle
Dénaturation initiale 94 4 minutes

Denaturation finale 94 30 secondes 31
Hybridation 55 30 secondes

Elongation initiale 72 45 secondes

Elongation finale 72 -

Conservation 10 5 minutes

Apreés I’obtention des produits PCR, on est passé a I’électrophorése. Apres avoir préparé un gel
agarose de 3,5 % (Figure 7a), nous avons ajouté 10 pL de bleu de charge a chaque produit

PCR. S’en est suivi le dépot de 12 pL de chaque échantilon (produits PCR + bleu de charge)
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dans les puits d’¢lectrophoreése avec au préalable un dépdét de marqueur de taille (100 bp) au
début et a la fin de chaque ligne (Figure 7b). La migration est lancée a 150 V pendant 2 heures

(Figure 7c).

Figure 7: Gel d’agarose et Electrophorése
(a:Gel coulé, b:Dépét et c:Dispositif de migration)

2.4.Analyse statistique des données moléculaires

Une matrice des données a été concue apres visualisation des bandes produites aprés
électrophorese. Etant donné que le présent travail est basé sur des marqueurs SSRs
(codominants), les différents alléles d’un locus ont été scorés (1, 2, 3...). Les parametres de

diversité génétique estimés sont entre autres :
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e |e taux de polymorphisme (P),

e ladiversité allélique (N) (nombre d’alléles par locus)

e Hétérozygotie moyenne attendue (He) ou indice de Néi
e lavaleur PIC (Polymorphism Information Content)

e la distance génétique entre les accessions
L
dij= 1-1/L(1Zmi/7t)
1=
avec d :distance de dissimilarité entre i et j(individus) ; L : nombre de loci ; z : ploidie ; m :
nombre d’alléele par locus & base du logiciel GenAlex 6.503.

Ainsi, la matrice de distances obtenues a permis la construction d’un dendrogramme par la
méthode UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages) a travers le
logiciel DARWIN 6.0.14. Par ailleurs, une analyse en Coordonnées Principales (PCoA)
utilisant le logiciel Power Marker 3.25.
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[1l. RESULTATS ET DISCUSSION
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3.1.Résultats

3.1.1. Polymorphisme génétique et diversité allélique

Les parameétres de diversité (Tableau 6) ont été calculés aprés visualisation sur le Trans-
illuminateur des bandes obtenues apres migration (Figure 8). Douze (12) marqueurs se sont
révélés polymorphes sur les 22 marqueurs. Le nombre total d’alleles observés pour les 12
marqueurs est de 28 pour une moyenne de 2,33 par locus. Pour toute la population,
I’hétérozygotie obervée est de 10% alors que celle attendue est de 33%. Le Contenu en
Information du Polymorphisme (PIC) a varié entre 0,11 et 0,52 avec une moyenne de 0,27. Le

marqueur CP13 s’est révélé le plus informatif (PIC=0,52) sur la diversité des 50 accessions.

Tableau 6: Diversité génétique des 50 accessions

Marqueur Nombre d’alléles He Ho PIC Fis Fst

CP 13 3 0,59 082 0,52 0,27 0,28
CP 19 2 0,19 0,18 0,17 0,02 0,08
CP 24 2 0,13 0,14 0,12 -0,09 0,05
CP 27 3 0,38 0,12 0,33 0,83 0,14
CP 29 3 0,11 0,02 0,11 0,80 0,10
CpP21 2 0,49 0 0,37 1 0,19
CP1 2 0,21 0 0,18 1 0,80
CP2 3 0,18 0 0,17 1 0,30
CP5 2 0,24 0 0,21 1 0,15
CP7 2 0,47 0 0,36 1 0,72
CP11 2 0,49 0 0,37 1 0,31
CP 23 2 0,47 0 0,36 1 0,27
Moyenne 2,33 0,33 0,10 0,27 0,73 0,28

Par ailleurs, une absence d’hétérozygote (Ho =0) a été observée pour sept (07) marqueurs
(CP21, CP1, CP2, CP5, CP7, CP11 et CP23) tandis que le marqueur CP13 a presenté le taux le
plus élevé en hétérozygotes (Ho=0,82). La valeur de la différenciation génétique Fst a varié de

8% a 80% avec une moyenne de 28% pour I’ensemble des accessions.
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Figure 8 : Photo montrant la diversité des accessions avec le marqueur CP27

Le Tableau 7 permet d’apprécier la répartition des alléles sur les 05 pays de provenance étudiés.
Les alleles présentés par chacun des loci se retrouvent dans au moins deux pays a I’exception
de CP29 dont un seul allele (A) est reparti dans les 05 pays pendant que seules les accessions
du Nigéria contient les trois alléles (A, B et C) de ce locus. Les deux alléles (B et C) sont rares
dans la collection. Il faut également noté qu’excepté le CP 21 qui présente deux formes au
Burkina-Faso, tous les autres loci se sont montré monomorphes dans ce pays. Six (06) loci
(CP19, CP24, CP29, CP1, CP5 et CP7) se sont révélés simultanément monomorphes aux

Burkina- Faso, Ghana et Niger.

Tableau 7: Fréquence allélique

Locus Population N Frequence allélique
A B C
CP 13 Bénin 25 0,44 0,34 0,22
Nigéria 17 0,52 0,29 0,17
Burkina-Faso 3 1 0 0
Ghana 3 0,33 0,5 0,16
Niger 2 0 0,75 0,25
CP 19 Bénin 25 0,14 0,86 -
Nigéria 17 0,11 0,88 -
Burkina-Faso 3 0 1 -
Ghana 3 0 1 -
Niger 2 0 1 -
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CP 24 Bénin 25 092 0,08 -
Nigeéria 17 0,91 0,08 -
Burkina-Faso 3 1 0 -
Ghana 3 1 0 -
Niger 2 1 0 -
CP 27 Bénin 25 0,8 0,08 0,12
Nigéria 17 0,7 0,02 0,26
Burkina-Faso 3 1 0 0
Ghana 3 0,66 0 0,33
Niger 2 0,5 0 0,5
CP 29 Bénin 25 1 0 0
Nigéria 17 0,82 0,08 0,08
Burkina-Faso 3 1 0 0
Ghana 3 1 0 0
Niger 2 1 0 0
Cp21 Bénin 25 0,6 0,4 -
Nigéria 17 0,35 0,64 -
Burkina-Faso 3 0,66 0,33 -
Ghana 3 0,66 0,33 -
Niger 2 1 0 -
CpP1 Bénin 25 0,96 0,04 -
Nigéria 17 0,82 0,17 -
Burkina-Faso 3 1 0 -
Ghana 3 1 0 -
Niger 2 0 1 -
CP2 Bénin 25 0,04 0,96 0
Nigéria 17 0,11 0,82 0,05
Burkina-Faso 3 0 1 0
Ghana 3 0 1 0
Niger 2 0 0,5 0,5
CP5 Bénin 25 0,76 0,24 -
Nigéria 17 0,94 0,05 -
Burkina-Faso 3 1 0 -
Ghana 3 1 0 -
Niger 2 1 0 -
CP7 Bénin 25 0,88 0,12 -
Nigéria 17 0,41 0,58 -
Burkina-Faso 3 0 1 -
Ghana 3 0 1 -
Niger 2 1 0 -
CP 11 Bénin 25 0,56 0,44 -
Nigéria 17 0,52 0,47 -
Burkina-Faso 3 0 1 -
Ghana 3 0 1 -
Niger 2 0,5 0,5 -
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CP 23 Bénin 25 0,64 0,36 -
Nigeéria 17 0,47 0,52 -
Burkina-Faso 3 1 0 -
Ghana 3 1 0 -
Niger 2 0,5 0,5 -

3.1.2. Diversite et Structuration génétique des accessions

3.1.2.1.Variabilité génétique

Le taux d’hétérozygotie (He) des pays a varié de 0,03 pour les accessions du Burkina-Faso a
0,36 pour les accessions du Nigéria avec une moyenne de 0,19 et des déficits tres élevés en
hétérozygotes eu sein de chaque pays (Tableau 8).

Quant a I’indice de fixation (Fst), les valeurs sont situés entre 0,72 (accessions du Bénin et du
Nigéria) et 1 (accessions du Burkina-Faso). Par ailleurs, le nombre effectif d’alléles varie de
1,06 (Burkina-Faso) a 1,65 (Nigéria)

Tableau 8: Nombre d’alleles effectifs, Hétérozygoties et indice de Fixation

Population N Na N.Alléle Effectif (Ne) Ho He Fst
Bénin 25 2,08 1,54 0,08 0,29 0,72
Nigéria 17 2,33 1,65 0,07 0,36 0,72
Burkina-Faso 3 1,08 1,06 0 0,03 1

Ghana 3 1,33 1,26 0,02 0,12 0,81
Niger 2 1,41 1,38 0,04 0,19 0,73

3.1.2.2.Analyse en Coordonnées Principale (PCoA)

La Figure 9 illustre la répartition des accessions grace a I’analyse en Coordonnées Principale..
Les résultats de ce test ont montré que les trois axes expliquent 51,59 % (Tableau 9) des
variations moléculaires totales révélées. Le plan factoriel est représenté par les deux premiers
axes qui représentent chacun 19, 29 % et 17,87% de la variation totale (Tableau 9). Toutes les
accessions sont proches 1’une de 1’autre a I’exception de celles dont les informations génétiques
sont les mémes sur la base des marqueurs utilises. Ces accessions occupent les mémes positions

(mémes coordonnées) sur le diagramme.
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montrant les relations génétiques entre les accessions.
Tableau 9: Valeurs des axes
Axes 1 2 3
Variation (%) 19,29 17,87 14,43
Valeur Commulé (%) 19,29 37,16 51,59

3.1.2.3. Différenciation génétique

Le Tableau 10 présente la différenciation génétique entre les pays qui est évaluée par la valeur
de I’indice Fst. Cette valeur varie de 0,048 (Bénin-Nigéria) a 0,52 (Burkina-Faso-Niger). Sur
la base de ces valeurs, ’ensemble des accessions d’un pays n’est pas identique a un autre ¢’est-

a-dire qu’il n’esiste pas de Fst = 0.

Tableau 10: Différenciation genétique par paire de populations

Bénin Nigéria Burkina-Faso Ghana Niger

0,000 Bénin

0,048 0,000 Nigéria
0,186 0,153 0,000 Burkina-Faso
0,159 0,125 0,190 0,000 Ghana

0,189 0,185 0,527 0,414 0,000 Niger
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3.1.2.4.Classification des accessions étudiées

La plus grande dissimilarité génétique (d= 33%) se trouve entre le couple d’accessions (A09;
A32), tandis que la plus faible (d=1%) se trouve entre les 2 couples d’accessions (A43; A42) et
(A42 ; A33) (Annexe 1). A part les couples formés par les accessions elles-mémes, six (06)
paires dont (A16 ; All), (A48 ; Ad4), (A48 ; A45), (A43; A33), (A45 ; Ad4) et (Al10 ; Al2)

ne présentent aucune dissimilarité (D=0%) entre elles.

La Figure 10 et le Tableau 11 présentent respectivement les trois groupes obtenus ainsi que les
accessions assignées dans chaque groupe. Les accessions du Bénin et du Nigéria se retrouvent
dans les trois différents groupes alors que celles du Burkina-Faso et du Ghana appartiennent a

deux groupes et les accessions du Niger se rencontrent exclusivement dans un seul groupe

AL

—
B45 Ad4 242

A4 AL

A4T

A2

Adt

Figure 10: Classification des accessions.
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Tableau 11: Liste des accessions par groupe obtenu

Population Groupe 1( Bleu) Groupe 2 (Rouge)  Groupe 3 (Noir)

Bénin A01, Al13, Al4, A15, AO04, A05, A07, A21,A25, A36, Adl,
A22, A23, A24,A29, A17,A37, A46, A0 A42, A47, A48
A30, A32, A39

Nigéria Al0, A12, A02, A06, A0S, A03, A33, A34,
Al16,A26,A27,A28 A09, A18 A40, A43, A44

Burkina-Faso All Al9, A35

Ghana A31, A49 A20

Niger A38, A45
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3.2. Discussion

Pour mieux exploiter les cultivars et variétés existants dans une région, il est important de
connaitre la diversité génétique et les potentialités agronomiques de ces derniers afin de
développer et de vulgariser ceux qui répondent aux besoins des producteurs (Adoukonou-
Sagbadja et al., 2014).

3.2.1. Polymorphisme génétique et diversité allélique

Les marqueurs SSRs utilisés dans le présent travail sont spécifiques aux accessions du niébé.
54, 54 % de ces marqueurs sont polymorphes. Ils font partie de ceux utilisés par Agbahoungba
et al. (2018). D’aprés ces auteurs, seuls CP21 (SSR-6189) et CP2 (SSR-6170) se sont révélés
polymorphes avec respectivement deux alléles de (600 bp et 580 bp) et de (200 bp et 180 bp).
Dans la présente étude, le CP2 a révélé 3 alleles de 530 bp (A), de 510 bp (B) et de 500 bp (C).
Ce fort taux de polymorphisme observé pour le CP2 serait di aux différentes origines des
accessions étudiées. En dehors de ces deux marqueurs, aucune autre étude de diversité
génétique sur le niébé n’a encore utilisé les neufs (09) marqueurs restant. Le PIC obtenu est de
27 % qui fait environ la moitié de celui obtenu (45%) par Mafakheri et al. (2017) malgré que
seulement 44,59 % de ces marqueurs soient polymorphes. Notons donc que le taux de
polymorphisme ne varie pas seulement en fonction du nombre de marqueurs polymorphes
utilisés mais également en fonction du nombre d’alléles présentés par chaque locus (Kouakou
et al., 2007). Ce taux est supérieur a celui Kouakou et al. (2007) qui a obtenu un taux de 22%.
En effet, Xiong et al. (2016) sur la base des marqueurs SNP a également obtenu un PIC=27%
pour 122 accessions de I’ Afrique de I’Ouest (Burkina Faso, Burundi, Cameroon, Ghana, Niger,
Nigéria, Senegal). Malgré le type du marquage, le PIC n’a donc pas changé entre les accessions
de I’ Afrique de I’Ouest représenté dans notre étude par le Bénin, le Nigéria, le Burkina-faso, le

Ghana et le Niger.

Le nombre moyen d’allele est de 2,33 par locus dans I’ensemble des accessions étudiées. Ce
taux est supérieur a celui de Wamalwa et al. (2010) qui ayant utilisé deux (02) marqueurs SSRs
sur 20 accessions du Kénya ont observé en moyenne 2 alleles par locus. Il est également
supérieur a ceux de Kouakou et al. (2007) et de Mafakheri et al. (2017) qui ont respectivement
obtenu une moyenne de 1,31 et de 2 alleles par locus. Ceci serait di au nombre d’accessions et
de marqueurs plymorphes utilisés. Par contre, ce taux de 2,33 observé dans la présente étude
est faible par rapport a Asare et al. (2010) qui ont obtenu une moyenne de 3,8 alléles par locus
pour 141 accessions de niébé du Ghana sur 20 marqueurs SSRS.

Réalisé et présenté par Pulchérie J]. HOUINDE 32



Caractérisation génétique moléculaire des accessions de niébé (Vigna unguiculata L. Walp.) utilisant des
marqueurs microsatellites (SSRs)

3.2.2. Diversiteé et structure génétiques de la collection

L’hétérozygotie observée (Ho=10 %) est largement en dessous de celle attendue (He) qui est
de 33%. Cet écart serait d0 au systeme de reproduction du niébé qui est defini par une forte
autogamie (Pasquet et Baudoin, Agbahoungba et al., 2018). En effet I’autogamie est un mode
de reproduction selon laguelle une méme fleur contient les deux organes reproducteurs males
et femelles : ce qui ne favorise pas la pollinisation des ovules par des pollens d’autres plants.
Elle empéche toute sorte d’union aléatoire des gametes et des individus et entraine a la longue
une diminution des hétérozygotes et une augmentation des homozygotes. Cette hétérozygotie
non négligeable s’explique par le fait que certaines pressions de sélection tendent a renforcer
les génotypes hétérozygotes issus de quelques hybridations (Pernés et Lourd, 1984 ; Baudoin,
2002). Ces taux sont supérieurs a ceux (He =22% et Ho=6%) obtenus par Xiong et al. (2016)
sur les accessions de I’Afrique de 1’Ouest. La différence entre ces deux études pourrait
s’expliquer par la différence du nombre d’accessions, de leurs origines et du type de marquage
utilisé. Ces taux sont également supérieurs a ceux de Kouakou et al. (2007) dont les taux
d’hétérozygotie observé et attendue etaient respectivement de 0 % et 6,5 %. Par contre, il est

inférieur a celui de Asare et al. (2010) qui a observé une hétérozygotie de 19 %.

La plus petite différenciation génétique (Fst) se trouve entre les accessions du Bénin et du
Nigéria et la plus faible distance génétique (d) se retrouve entre deux couples d’accessions de
ces deux pays. Ceci pourrait étre expliqué par la proximité des deux pays et par le fait que les
échanges de matériel végétal sont fréquents entre les producteurs frontaliers (Kodombo, 2010).
Les accessions ne présentant aucune différence sur la base des marqueurs utilisés sont pour la
plupart d’origines différentes. Ceci peut s’expliquer d’une part par le fait que les accessions
concernées pourraient posséder les mémes bases génétique (Kouakou et al., 2007) et d’autre
part le fait qu’ils auraient différentes dénominations en fonction de leurs pays d’origine malgré
qu’elles soient les mémes (Asare et al., 2010). Néanmoins deux couples de variétés de Nigéria
(TVU 946; TVU 4556) et (IT97K-49935; UAMO91055-6 FUAMPEA1) n’ont aucune
différence génétique. Ceci pourrait s’expliqué par le fait que ces variétés dévéloppées auraient
les mémes parents croisés méme étant dans différents pays. Ces accessions et variétés ne

pourront donc pas étre conseillés dans un programme de sélection pour étre croiser entre elles.

Les accessions du Bénin (He=29%, Fst=72%) et du Nigéria (He=36%, Fst=72%) se sont

montrés plus diverifiés que ceux des autres pays. Ce qui est conforme a I’existence de la grande
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différenciation génétique (Fst=73,73%) entre les accessions du Bénin révélée par Zannou et al.
(2008) qui avaient étudié 70 cultivars béninois. Huit (8) des 23 cultivars du Bénin utilisés dans
ce travail s’étaient retrouvé dans 4 groupes différents. Elle vient confirmer également
I’hypothése de Gbaguidi et al. (2015) qui avaient assimilé la grande diversité morphologique
obtenue entre les cultivars du Bénin a I’existence d’une vaste base génétique Il faut également
noter que 85,71 % des alléles observés dans cette étude sont présents au Bénin tandis que tous
les alleles sont présentent au Nigéria. Concernant les accessions du Nigéria, une forte variabilité
était observée par Adetiloye et al. (2012). Les trois autres pays (Niger, Burkina-Faso et Ghana)
présentent une trés faible diversité. Ceci aurait pour cause le nombre d’accessions minime de

ces pays utilisé pour cette étude.

La variabilité entre les accessions selon leurs pays est en moyenne de 19 % alors que celle entre
les 50 accessions est de 33%. Ce qui explique que les accessions sont plus variées dans
I’ensemble qu’entre pays. Ces résultats sont inférieurs a ceux reportés par Zannou et al. (2008)
qui ont trouvé que les cultivars étudiés sont différents entre eux de 73,73 % alors qu’entre
groupes, cette valeur est de 26,27%. Ceci s’explique par le fait que Zannou et al. (2008) ont
travaillé avec des marqueurs RAPD qui ne sont pas spécifiques alors que le présent travail a

utilisé des SSRs qui sont des marqueurs trésspécifiques.

La trés grande différenciation obtenue (Fst =25%) est conforme a celle obtenue par Zannou et
al. (2008). Ce résultat pourrait s’expliquer d’une part par la sensibilité a la photopériode de la
culture du niébé car les cinq pays d’origine de ces accessions ont des niveaux de
photopériodisme différents. En effet, ce facteur est important dans la diversité des cultures
selon Pasquet et Baudoin. Selon ces auteurs, il existe 03 groupes. Le premier groupe, photo-
indépendant tardif, comprend des génotypes indifférents a la photopériode qui sont tardifs et
présente une floraison échelonnée au cours de la saison culturale. Le deuxieme groupe, photo-
indépendant précoce, est constitué de génotypes également indifférents a la photopériode, qui
fleurissent précocement a partir des premiers noeuds de la tige principale et donnent une
production groupee, souvent récoltable au bout de deux mois. Le troisieme groupe,
photosensible, regroupe des génotypes sensibles a la photopériode qui fleurissent quand la
longueur du jour décroit au-dessous d'un certain seuil. D’autre part, on pourrait simuler cette
differenciation aux différents usages faits qui sont plus variés au niveau de chaque pays qu’entre

pays (Xiong et al., 2016)
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Le dendrogramme a permis d’observer une répartition des accessions en trois groupes
génetiques ne réflectant pas leurs origines géographique et indépendamment de la couleur des
grains. Il est conforme aux résultats de Xiong et al. (2016) et de Mafakheri et al. (2017) qui
ont également obtenu 03 différents groupes pour respectivement 768 accessions étudiées en
utilisant les SNPs et 32 accessions caractérisées a base de 22 SSRs. Le nombre de groupe
génetique obtenu est inférieur a ceux de Asare et al. (2010) et Kouakou et al. (2007) qui ont

respectivement obtenu 5 et 6 groupes d’accessions indépendamment de leur origine.
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CONCLUSION ET SUGGESTIONS

La caractérisation génétique moléculaire des 50 accessions de cing différentes origines a été

réalisée sur la base de 22 marqueurs microsatellites dont 12 se sont révélés polymorphes avec
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une moyenne de 2,33 all¢les par locus. L’anayse en Coordonnées Principales (PCoA) et la
classification par la méthode de UPGMA a permis d’oberver une répartition des accessions
indépendamment de leur origine et d’obtenir 3 groupes réunissant chacun des individus de
plusieurs origines. Les accessions du Bénin et du Nigeria ont montré une diversité plus forte
que celles du Niger, du Burkina-Faso et du Niger. De plus la diversité dans I’ensemble de la
population (33%) est plus forte que celle ente pays (19%) tandis qu’une forte différenciation

génétique a été observée entre les accessions.
Nous suggérons au terme de cette étude que soient réalisées:

e une caractérisation agro-morphologique de ces accessions permetttrait de déterminer si
possible les traits liés aux accessions de chaque groupe

e une détection des QTLs de rendement, de résistance aux stress biotiques, de tolérance
aux stress abiotiques et de la couleur du péricarpe chez le niébé afin de réduire les

peines des cultivateurs.
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Annexe 1: Matrice de dissimilarité entre paire d’accessions
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