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INTRODUCTION

Le mil, Pennisetum glaucum (L.) R. Br., est une graminée annuelle de un a trois metre de
hauteur, originaire d’Afrique de 1’Ouest. Il est connu en Cote d’Ivoire sous les noms de
« gnon » ou « sagnon » en dioula, « suguélé » en senoufo ou « djoufous » en lobi. C’est une
céréale particulierement bien adaptée aux conditions de culture difficiles des régions seches
(sols pauvres, températures elevées, précipitations irréguliéres) (Onsarigo & Kiambi, 2018). Par
cette adaptation particuliere, le mil supplante comme le mais, le sorgho et le fonio ; ce qui en
fait une excellente source de sécurité alimentaire pour de nombreuses populations des régions
arides et semi-arides d’Afrique subsaharienne et d’Inde.

Le mil constitue I’aliment de base de nombreuses populations dans le monde. Il est la sixieme
céréale la plus importante, produite annuellement dans le monde aprés le blé, le riz, le malis,
I'orge et le sorgho (Sharma, 2001). Sa production annuelle mondiale est estimée a 30 463 642
tonnes avec comme principaux pays producteurs 1’Inde (12 490 000 tonnes), le Niger (3
508 903 tonnes), la Chine (2 300 499 tonnes), le Nigéria (2 000 000 tonnes), et le Mali
(1921 171 tonnes) (FAOSTAT, 2020). La production annuelle ivoirienne s’éléve a environ 70
000 tonnes (FAOSTAT, 2020). En Cote d’Ivoire, le mil représente la troisiéme céréale cultivée
et consommée apres le riz et le mais (CNRA, 2005)

Sur le plan nutritionnel, le mil est particulierement riche en protéines (11% de protéines, soit
le méme taux que le blé). Il contient aussi des vitamines B et des nutriments essentiels comme,
le phosphore, le magnésium, le fer, le calcium et le zinc (Ramulu & Rao, 2003). La valeur
nutritionnelle du mil est méme supérieure a celle du riz, du sorgho et du mais (Sarithaet al.,
2017). Sa consommation est particulierement recommandée pour les femmes enceintes, les
enfants, les personnes agées, les personnes souffrant d’anémie, de constipation (Ramulu &Rao,
2003), ou du cancer (Nambiar et al., 2011la ; Amadou et al., 2013). En Afrique et
particulierement en Cote d’Ivoire, outre les biéres locales, plus d’une dizaine de mets sont iSsues
de la transformation du grain : pate (kourbakourba, t6), boule (donou), couscous, bouillie,
dégué, beignets etc. (Amadou et al., 2013).

Hormis les grains, les autres parties de la plante de mil sont aussi exploitées: les glumes et les
tiges sont utilisées comme combustibles; les tiges seules pour I’alimentation du bétail ou comme
matériaux de construction ou d’art; les racines sont utilisées en médecine traditionnelle
(McBenedict, 2015). Le mil procure aussi des revenus importants aux producteurs et aux

commercants de sa filiere.



Le mil est incontestablement une culture importante, qui pourrait jouer un réle essentiel dans
les programmes d'amélioration de I'alimentation ainsi que dans les programmes de lutte contre
I’insécurité alimentaire et la pauvreté. Mais plus encore, cette céréale se trouve aujourd’hui, au
centre d’enjeux planétaires importants tels que le réchauffement de la planéte. En effet, si ce
réchauffement devait s’accompagner d’une extension majeure des zones semi-arides et arides,
comme le prédisent plusieurs modeéles, le mil pourrait devenir une des cultures majeures de la
lutte contre la sécheresse et la faim. Ses caractéristiques génétiques pourraient alors s’avérer
bien utiles pour les programmes d’amélioration génétique dans le monde entier. Cependant, en
Cote d’Ivoire, cette plante importante fait encore partie des céréales secondaires qui bénéficient
de beaucoup moins d’attention scientifique et gouvernementale que la paire riz-mais. En
conséquence, non seulement les surfaces cultivées en mil s’amenuisent, faisant craindre un
risque d’érosion génétique, mais en outre, la culture souffre d'une série de problémes de
production, tels que la sensibilité aux maladies, le faible rendement et le cycle de production
trop long des cultivars actuels. Ces problemes impactent négativement le rendement net, et de
ce fait, la production nationale ne satisfait pas la demande intérieure annuelle estimée a 120 000
tonnes (CNRA, 2005). Dans ce contexte, il urge de fournir aux producteurs de mil, des variétés
améliorées plus productives, plus résistants au bio-agresseurs, et plus précoces. Un tel travail
passe par la connaissance préalable de la diversité génétique de cette culture qui constitue une
étape importante dans le développement de variétés élites. Au-dela des marqueurs
morphologiques qui peuvent étre influencé par I’environnement, les marqueurs moléculaires
sont reconnus comme étant un instrument puissant pour évaluer la variabilité genétique et les
corrélations entre les accessions d'une ressource génétique donnée. En Cote d’Ivoire, a part
quelques rares travaux sur la caractérisation agromorphologique du mil (Ankanvou, 2012) il n'y
a pas encore eu d'études de caractérisation moléculaire de génotypes de P. glaucum. Cette étude
vise donc a évaluer la diversité génétique a partir des descripteurs de la graine et des marqueurs
moléculaires (ISSR) de douze cultivars de mil ivoiriens, maliens, et burkinabés. Pus
specifiquement il s’agit de :

1. Caractériser les cultivars de mil étudiés a I’aide de descripteurs de la graine ;

2. Caractériser au moyen des marqueurs moléculaires ISSR les cultivars de mil

3. Déterminer la diversité génétique et les relations génétiques entre ces cultivars
Ce document, outre I’introduction et la conclusion suivie de quelques perspectives, s’articulera
autour de trois parties. La premiere partie sera consacrée aux genéralités sur le milet a 1’analyse

de la diversité génétique. Le matériel et la méthodologie d’étude employes



seront exposés dans la deuxieme partie. La troisieme partie sera consacrée aux résultats

obtenus ainsi qu’a leur discussion.



GENERALITES



GENERALITES

1.1 Origine, diversification et domestication

L'origine probable du mil est située dans la partie centrale du désert du Sahara en Afrique de
I'Ouest. Les évidences archéologiques ont été la découverte d'un grand nombre de graines de
mil dans les ruines de Birimi dans le nord du Ghana (Manning et al., 2011). Le résultat de la
datation par le carbone radio-isotope a permis d'estimer que la plante a pu étre cultivée dans
cette région environ 2500 a 3500 avant J-C (D'Andrea et al., 2001). Le mil domestiqué en
Afrique de I'Ouest s’est propagé rapidement pour atteindre 1'Inde 3000 avant J-C ou différents
cultivars ont été mis au point faisant de cette région le 2eme centre de diversification (Manning,
2010). C'est en Afrique de I'Ouest que la domestication est la plus avancée, ce qui laisse présager
que cette région est le premier centre de domestication du mil. Aujourd’hui la plus grande
diversité morphologique du mil se trouve au sud de I’ Afrique de I’Ouest, au nord de la zone de
forét (Marchais et al., 1993).

1.2 Description systématique et élements de Botanique

La classification du mil selon Selon Brunken (1977) est la suivante :

Regne végétal : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida
Ordre : Poales
Famille : Poaceae (ancienne Graminées)
Sous-famille : Panicoideae
Tribu : Paniceae
Genre : Pennisetum
Espéce : Pennisetum glaucum (L.) R. Br

Le genre Pennisetum comprend environ 80 espéces réparties dans toutes les régions tropicales.
Le mil (Pennisetum glaucum) n’est pas étroitement apparenté a la plupart des autres espéces
de Pennisetum, ce qui ne I’empéche pas de produire facilement des hybrides avec 1’herbe a
éléphant (Pennisetum purpureum Schumach., tétraploide a 2n = 28). Le mil est une espéce
diploide avec sept paires de chromosomes (Manning et al., 2011). La taille de son génome est
d’environ 2,4 pg, comparable a celui du mais. C’est une plante sexuée, hermaphrodite,

allogame préférentielle grace a une protogynie prononcée et anémophile.



L’ensemble de ces caractéristiques lui confere une grande hétérogénéité tant morphologique
que genétique. Quatre groupes de cultivars (décrits au départ comme des races) peuvent étre
distingués chez le mil; ils reposent essentiellement sur la morphologie du grain et en partie sur
leur répartition :

- Groupe Typhoides : grain obovoide, a section circulaire, de 2,5-5,5 mm x 1,5-3 mm x
1-2,5 mm, inflorescence cylindrique ou ellipsoidale, généralement de moins de 0,5 m de long
; ¢’est le groupe le plus primitif, le plus variable et a la répartition la plus vaste ; présent dans
toute I’aire du mil en Afrique et en Inde, c’est probablement 1’ancétre des autres groupes.

- Groupe Globosum : grain globuleux, de plus de 2,5 mm de diametre, inflorescence
cylindrique, dépassant souvent 1 m ; trés répandu dans le Sahel a I’ouest du Nigeria.

- Groupe Leonis : grain a contour oblancéolé, a section circulaire, de 4-6,5 mm x 2-2,5
mm x 2-2,5 mm, apex aigu, inflorescence cylindrique ; il s’agit du groupe dont 1’aire est la plus
restreinte, cultivé en Mauritanie, au Sénégal et en Sierra Leone.

- Groupe Nigritarum : grain obovoide mais a section anguleuse, de 3-5 mm x 1,5-2,5 mm
x 1,5-2 mm, inflorescence cylindrique ; trés répandu dans les régions semi-arides du Nigeria

au Soudan.

Sur le plan agronomique, on reconnait en Afrique de 1’Ouest deux principaux groupes de
cultivars, sur la base de leur cycle de croissance : les cultivars du type Gero (ou Souna) a cycle
court et les cultivars du type Maiwa (ou Sanio) a cycle long. Les cultivars Gero, moins sensibles
a la photopériode, sont plus couramment cultivés et présentent une plus grande diversité
génétique que les cultivars Maiwa, chez lesquels la date de floraison dépend fortement de la
longueur du jour. Les types Maiwa sont cultivés dans les régions ou la saison des pluies est plus
longue et ou le sorgho est la céréale principale, mais sur des sols plus pauvres et plus sujets a la
sécheresse. Certains mils Maiwa, connus sous le nom de mils Dauro, sont semeés en pépiniere

et repiqués au champ.

1.3 Description de la plante

Le mil est une plante a port érigé, possédant des tiges épaisses et a hauteurs variant de 1,5 a 3
m (Figure 1), mais on peut trouver des mils de pres de 4 métres (Moumouni, 2014). L’appareil
racinaire est de type fasciculé avec une seule racine séminale principale suivie de nombreuses
racines adventives. Une des causes de la bonne adaptation du mil aux conditions
pédoclimatiques de la zone semi- aride est son développement racinaire important, pouvant
atteindre 300 cm de profondeur a la récolte (Ahmadi et al., 2002 ; ROCAFREMI, 2002). Les



tiges du mil sont dressées et rigides avec des entre-nceuds pleins (Bouzou, 2009). Les entre-

nceuds de la base s’allongent en dernier et sont plus courts. Les nceuds de la base sont

Figure 1: Présentation shématique du pied, du grain et de 1’épi du mil. Source :
https://www.larousse.fr/encyclopedie/images/Mil/1002036
Capables de donner des talles secondaires et tertiaires. Les nombres de talles productives varient
de 1 a7 (Anonyme, 2004). Le mil émet parfois des ramifications sur les nceuds supérieurs de la
tige et donnent des panicules de petites dimensions (llliassou, 2009). Les feuilles alternes et a
nervures paralléles s’inse€rent au niveau des nceuds. Elles sont formées d’une gaine entourant
complétement la tige et d’un limbe lancéolé (Anonyme, 2004). Ses feuilles sont longues,
glabres, assez minces, lisses ou poilues et mesurent jusqu'a 1 m de long. L’inflorescence est une
panicule apicale raide, compacte des formes cylindrique et conique (Figure 2). Elle a
géneralement 2 a 3 cm de diameétre mais peut atteindre jusqu’a 18 cm de diametre et 15 a 45 cm
de longueur. Cependant, certains cultivars locaux (Zongo du Niger) peuvent atteindre 150 cm
(Anonyme, 2004 ; Moumouni, 2014). La panicule est constituée par un rachis (axe central),
droit, cylindrique, dur et épais de 8 a 9 mm. Il s’étend sur toute la longueur de 1’inflorescence.

Il est recouvert de poils doux et courts (Kadri ; 2019).


http://www.larousse.fr/encyclopedie/images/Mil/1002036
http://www.larousse.fr/encyclopedie/images/Mil/1002036

Figure 2: Photo présentant des panicules de mil. (Upadhyaya, 2008)

Les fruits sont des caryopses enveloppés dans des glumes et glumelles. Les graines sont de 3 a
5 mm de long, ovale a globuleuses, (IBPGR & ICRISAT, 1993). Leur couleur varie du gris
cendre a légerement bleue. Certaines variétés sont de couleur brun-grise, brun-jaune et méme

noire.

1.4 Exigences écologiques

En Afrique de I’Ouest, depuis les oasis du désert du Sahara (sous irrigation) jusqu’au nord du
Sahel (qui se caractérise par 250 mm de précipitation annuelle), on trouve des cultivars de mil
insensibles a la photopériode et mdrissant en 55-65 jours. Dans la zone ou les précipitations
sont de 250-400 mm, ou des températures treés élevées sont courantes, en particulier au moment
de la plantation, c’est la céréale dominante. La température optimale pour la germination des
graines de mil est de 33-35°C ; aucune germination n’a lieu en dessous de 12°C. Pour la
production et le développement des talles, la température optimale est de 21— 24°C, et pour
I’induction et le développement des épillets elle tourne autour de 25°C. Des températures
extrémement elevées avant 1’anthése diminuent la viabilité du pollen, la taille des panicules et
la densité des épillets, ce qui réduit les rendements.

C’est une plante de pleine lumiére a jours courts. La quantité ainsi que la répartition des pluies
est tres importante. De 600 a 1000 mm de pluies, on trouve surtout les mils tardifs. De 350 a
600 mm, on trouve des mils hatifs. Le mil peut résister a la sécheresse en début de végétation
et les besoins en eau sont importants depuis la montaison jusqu’a la maturité avec un maximum

a I’épiaison. Une sécheresse au cours de la montaison, de la floraison et de la



maturation peut entraver la formation des grains. Cependant, ¢’est une céréale plus résistante
a la sécheresse que le sorgho et le mais et peu exigeante sur la nature du sol.

Presque toutes les terres conviennent a sa culture a condition qu’elles ne soient pas
imperméables et gorgées d’eau. Le mil supporte toutes sortes de types de sols, en particulier les
sols légers et acides. Son systeme racinaire dense et étendu lui permet de pousser sur des sols
pauvres en nutriments. Le mil ne tolére pas ’asphyxie racinaire, les excés d'eau ; le sol doit étre
drainé et aéré. C'est sur les terres l1égeéres qu'il donne les meilleurs résultats. . Une foisétablie, la
culture est relativement tolérante a la salinité. (SAINT-CLAIR, 1987).

1.5 Usages

% Alimentation humaine
Le mil est ’aliment de base de plus d’une centaine de millions de personnes dans certaines
parties de I’ Afrique tropicale et de 1’Inde. Décortiqué et réduit en farine, il se consomme sous
la forme d’une bouillie consistante (le “t6”) ou d’un gruau en Afrique, ou d’un pain non levé
(le “chapatti”) en Inde. Dans plusieurs préparations en Inde, ce sont les graines grillées que 1’on
utilise. En Afrique, il existe d’autres préparations telles que le couscous, des produits qui
rappellent le riz, des amuse-gueule faits de mélanges avec des légumes secs, le degué (mélange
avec du lait), ainsi que des boissons fermentées et non fermentées. Aujourd’hui la farine de mil
est utilisée pour la confection industrielle de plusieurs formes d’aliments pour bébé et enfants.

% Alimentation animale
Les tiges du mil sont utilisées comme fourrage pour 1’alimentation du bétail. En dehors de
I’ Afrique et de I’Inde, le mil se cultive surtout en tant que fourrage vert pour I’ensilage, le foin
et la pature.

% Matériaux de construction et d’eeuvre d’art
Les tiges du mil s’emploient couramment comme matériaux entrant dans la construction des
greniers, des maisons, des clétures. Ils sont aussi utilisés pour la fabrication de toitures, de
portes, de lits traditionnels ou pour la confection de nombreux ceuvres d’arts.

% Production d’éthanol
Les biomasses utilisées pour la fabrication d’éthanol peuvent se distinguer en fonction de la
matiére premiére, soit les biomasses amylacées, sacchariques et cellulosiques. La biomasse
cellulosique dont le mil sucré fait partie, est avantageuse, du fait que I’efficacité de la
fermentation et le bilan énergétique sont supérieurs a ceux des biomasses amylacées. Le mil

sucré a été des lors utilisé pour produire de 1’éthanol au Canada (Bernardes, 2012).



% Santé humaine
En médecine traditionnelle africaine, le grain était jadis appliqué pour soigner les problémes
pulmonaires, la lépre, la blennorragie et les empoisonnements, et le grain broyé servait de
vermifuge pour les enfants. Une décoction de racine se boit pour traiter la jaunisse ; la vapeur
d’extraits de I’inflorescence est prise en inhalation par les enfants souffrant de maladies
respiratoires. La richesse des grains de mil en calories fait d’ailleurs que sa consommation est
spéecialement recommandée aux enfants, aux convalescents, aux personnes agees et aux femmes
enceintes (Bekoye, 2011). La consommation du mil est également tres indiquée pour les
personnes souffrant d’anémie. Le mil contient une quantité élevée de fer (8mg/100g) et de Zinc
(3,2mg/ 100g) (NIN, 2003), qui peut aider a augmenter le taux d’hémoglobines. La teneur
élevée en fibres (1,29/100g) du mil peut étre largement utilisé pour préparer des aliments pour
les personnes qui ont besoin d'alimentation riche en fibres, en particulier, il est utile dans le
traitement de I'obésité et des problemes de constipation (Ramulu & Rao, 2003). Le mil contient
un niveau élevé de composeés phénoliques antioxydants surtout des flavonoides, pouvant inhiber
le développement des tumeurs par conséquent, ceux-Ci peuvent avoir des propriétés
anticancéreuses. Ces composés sont concentrés dans le péricarpe et les testas. Etant donné que
traditionnellement, I'ensemble du grain du mil est moulu, les produits fabriqués a base de la
farine offriraient des bienfaits pour la santé par les flavonoides et les phénols (Nambiar et al.,
2011a).

% Nématicide
Depuis que 1’on a découvert que le mil était capable de faire disparaitre les nématodes des
Iésions de racines (Pratylenchus penetrans), on I’utilise de plus en plus au Canada en
remplacement de la fumigation du sol dans la culture du tabac et de la pomme de terre.

s Autres usages
Outre les usages communément connus, les tiges de mil (chaumes) sont utilisées pour servir
de combustible et les tiges fendues en deux sont utilisées en vannerie. Dans certaines régions,

les grains sont utilisés dans des rituels.

1.6 Importance nutritionnel et économique du mil

1.6.1 Importance nutritionnel
Comparé aux autres céréales telles que le riz, le blé et le mais, le mil a une valeur nutritionnelle

élevée (Gupta, 2009; Amadou et al., 2013). Il est riche en vitamines B, en potassium, phosphore,
magnésium, fer, zinc, cuivre et manganeése (Ramulu & Rao, 2003), la valeur nutritionnelle du

mil est supérieure a celle du riz, du sorgho et du mais (Saritha et al.,



2017). Le mil assure la sécurité alimentaire avec une dizaine de repas issues de la transformation
du grain (pate (kourbakourba), boule (donou), couscous, bouillie, dégué, beignets) chez 85%

de la population (Amadou et al., 2013).

1.6.2 Importance économique

Sa production mondiale est estimée a 30 463 642 tonnes avec une superficie de 32 117 837 ha
(FAOSTAT, 2020). En Afrique, on note une production de 13 806 107 tonnes pour 19
723 660 ha (FAOSTAT, 2020). Les cing premiers pays producteurs en 2020 ont été: Inde

(12 490 000 tonnes), Niger (3 508 903 tonnes), Chine (2 300 499 tonnes), Nigéria (2 000 000
tonnes), Mali (1 921 171 tonnes) (FAOSTAT, 2020). En Cote d’Ivoire, selon la FAOSTAT,
la production annuelle du mil s'élevait & 69 465 tonnes en 2020 avec une superficie de 82 525
d’hectare et le Burkina Faso est a 957 000 tonnes.

Le mil procure, aussi, des revenus importants aux producteurs et aux commercants de la
filiere.

1.7 Analyse de la diversité génétique

1.7.1 Définition de la diversité génétique

La diversité génétique est la variation qui existe au niveau des génes d’un individu, d’une
population, d’une espece ou d’une communauté. En d’autres termes, la diversité génétique est
définie par le niveau de similarité ou de différence dans cette composition génétique. La
diversité génétique représente le fondement de la biodiversité (Parizeau, 1997). La diversité
génétique est extrémement importante car elle représente le matériel de base sur lequel peut
agir la sélection. Elle peut de plus se concevoir comme une assurance permettant I’adaptation

a de nouvelles conditions environnementales (Lewin, 1992).

1.7.2 Etude de diversité

L’utilisation de la diversité dans un programme de sélection passe inévitablement par son
estimation et par le choix du type de marqueur susceptible de la traduire le plus fidelement
possible. En effet, les différentes méthodes d’analyse de la diversité génétique sont basées sur
des marqueurs qui renseignent sur le niveau de polymorphisme génétique (De Vienne, 1998).
Trois types de marqueurs sont largement utilisés pour 1’évaluation de la variabilité génétique.
Ce sont les marqueurs morphologiques, les marqueurs biochimiques et les marqueurs
moléculaires. Ces marqueurs sont utilises pour la caractérisation des individus. lls permettent

de connaitre la diversité génétique des organismes et de les classer a partir des analyses.



1.7.3 Marqueurs morphologiques

Les marqueurs morphologiques font partie des premiers outils utilisés dans la gestion de
germoplasme (Stanton et al., 1994). Etablis sur la base des caracteres morphologiques, ils
permettent de distinguer les individus grace a leurs caractéristiques phénotypiques, comme par
exemple le cycle de maturité, le rythme de croissance, la forme des feuilles, la pilosité, etc.
(Perneés, 1984 & Van der Maesen, 1990). Ils sont d’utilisations faciles, moins chers et permettent
d'examiner et de classer de grandes quantités de germoplasme (FAO, 1995). Quoiqu’ils soient
d’un grand intérét dans les études de diversité génétique (Anderson et al., 2006), ces marqueurs
ont, cependant, beaucoup de limites. Ils sont en nombre limité, rarementcodominants, non
neutres, peu polymorphes et souvent influencés par des facteurs environnementaux (De Vienne
& Santoni, 1998 ; Matus & Hayes, 2002).

1.7.4 Marqueurs biochimiques

C'est grace a la technique de I'électrophorése sur gel qu'il a été possible d’utiliser les marqueurs
biochimiques qui mettent en évidence les variantes protéiques (allozymes). Cette technique est
basée sur une migration différentielle des protéines a travers un gel sous l'effet d'un champ
électrique. La migration est alors fonction de la conformation et du poids moléculaire des
protéines et de la charge électrique globale. Les études des allozymes deviennent alors un outil
standard pour I'analyse de la variation biochimique et fournissent le premier moyen non biaisé
d'estimer la variabilité du génome (Harry, 2001). lls révelent le polymorphisme de séquences
de certaines protéines et donc, de facon indirecte le polymorphisme des séquences d'ADN a
partir desquelles les protéines sont traduites. Les marqueurs biochimiques sont considérés
généralement comme neutres vis-a-vis des conditions environnementales (Ouazzani et al.,
1993).

Les marqueurs biochimiques ont été largement utilisés pour des études de diversité génétique
et de génetique des populations. Cependant, les marqueurs biochimiques présente le défaut de
ne pas étre toujours suffisamment polymorphes pour permettre I’étude des populations (Harry,
2001).

1.7.5 Marqueurs moléculaires

L’ ADN, constituant des chromosomes, contient I’information génétique d’un individu. L’ADN
est constitué de 4 bases azotées Adénine (A), Thymine (T), Guanine (G) et Cytosine (C).
L’ordre de succession de ces bases tout le long des chromosomes constitue 1’information

génétique contenue dans I’ADN. Il existe, entre deux variétés et méme a I’intérieur d’une



méme variété, une multitude de différence dans cet ordre de succession : il peut s’agir de la
substitution ponctuelle d’une base par une autre ou encore de I’insertion d’un fragment d’ADN
en un lieu précis du chromosome. L’utilisation d’un marqueur moléculaire permet de visualiser
I’une, voire plusieurs de ces différences. Ainsi, les marqueurs moléculaires correspondent a des
différences nucléotidiques existant au niveau de la molécule d’ADN (d’ou le terme
moléculaire). lls révélent donc directement le polymorphisme de I'ADN, les séquences ciblées
correspondant ou non a des sequences codantes. En définitif, le marqueur moléculaire pourrait
étre défini comme « un locus polymorphe » capable de renseigner sur le génotype de I'individu

qui le porte (Samouelian et al., 2009).

Il existe différents types de marqueurs moléculaires correspondant a différentes techniques. Le
principe de base est toutefois identique. Pour comparer, par exemple, les empreintes génétiques
de deux variétés, I’ADN est extrait des cellules a partir d’un échantillon de feuilles(Figure 3).
Au sein de cet ADN, la ou les séquences cibles sont multipliée en des millions de copies par un
procédé appelé PCR (Polymerase Chain Reaction). Enfin, la différence de taille entre les
séquences des deux variétés est mise en évidence par électrophorése : les molécules d’ADN se
déplacent dans un gel sous I’influence d’un courant électrique ; la vitesse de déplacement étant
fonction de la taille des fragments. Chaque marqueur moléculaire va donc donner une empreinte
génétique de chaque variété ; cette empreinte peut se comparer a un code barre permettant
d’identifier la variété. Les marqueurs moléculaires permettent donc de caractériser un génome
de maniere fiable, spécifique et rapide (De Vienne, 1998). lls évitent nombre de complications
dues aux effets environnementaux agissant sur les caracteres en regardant directement la
variation existant au niveau de I’ADN. Les marqueurs moléculaires sont donc tres utiles pour
I’examen et la sélection de ressources génétiques dans les programmes de sélection (De Vienne,
1998).



Prélevement Extraction Utilisation Caractérisation
d'un explant de 'ADN de marqueurs des individus

identifiant par révélation
des fragments de fragments d’ADN
d’ADN (exemple d'un géne)

Individu A

Individu B

Figure 3: Principe général de I'utilisation des marqueurs moléculaires pour la comparaison
d’individus (source : Gnis, 2018)

X2 Marqueurs ISSR

Parmi les différents types de marqueurs moléculaires disponibles (RFLP, AFLP, RAPD, SSR,
ISSR, SNP, etc.), les marqueurs ISSR (Inter Simple Sequence Repeat ou amplification des
régions inter-microsatellites) sont utiles pour I'évaluation de la diversité génétique en raison de
leur simplicité et de leur codt relativement faible par rapport aux autres marqueurs moléculaires.
Cette technique, principalement développée par Zietkiewicz et al. (1994) et Wu et al. (1994)
est basée sur ’amplification par PCR des régions entre les microsatellites. Un microsatellite
(SSR : Simples Sequences Repeats) est une séquence d’ADN constituée de répeétitions d’un
petit motif de 2, 3 ou 4 bases (Figure 4).

Allele 1 9 répétitions CA

nnnnnCACACACACACACACAC ANNINANNMMN---

Allele 2 13 répétitions CA
nmnnnCACACACACACACACACACACACACANN...

Allele 3 11 répétitions CA

nnnnnnnCACACACACACACACACACACANNNN...

Figure 4: ISSR microsatellite présentant différentes répétitions (9, 13 et 11) du motif CA
(Source : Tagu, 1999)



Les SSR sont tres variables et distribués régulierement le long du genome de toutes les especes
animales et végétales. Ce type de séquence, trés fréquent dans I’ADN présente une variabilité
élevée entre variétés (différences au niveau du nombre de répétitions du motif). Contrairement
au SSR, les ISSR sont les régions présentes entre les répétitions microsatellites (Figure 5) et la
technique ISSR vise ’amplification dans ces régions. Dans cette technique on, utilise une
amorce constituée d’une sequence de microsatellites et parfois d’une partie arbitraire (amorces
ancrées, en 5’ ou en 3”). Par la suite, en effectuant une simple PCR, il y aura amplification de
fragments flanqués de microsatellites. Contrairement a 1’utilisation d’amorces spécifiques des
régions flanquant les microsatellites, il n’est pas nécessaire de connaitre ici la séquence étudiée.
Cette technique permet d’amplifier un grand nombre de fragments d’ADN par réaction, et est
supérieure aux marqueurs RAPD en termes de détection de polymorphismes et de
reproductibilité (Zietkiewicz et al., 1994 ; Quian et al., 2001 ; Ye et al., 2008). L usage
d’amorces plus longues que pour les RAPD (jusqu’a 17 bases contre 10 a 12 généralement
utilisées dans les analyses RAPD) contribue a cette reproductibilité (Charterset al., 1996). Les
amplicons polymorphes peuvent étre séparés sur un gel d’agarose ou gel de polyacrylamide.

La technique d’amplification inter microsatellites est une technique flexible et peut étre utilisée
pour les études de diversité genétique, de génétique des populations, pour la taxonomie
moléculaire, la recherche de mutants somatiques et la cartographie etc. (Yin et al., 2002). Elle
a principalement été employée jusqu’a présent dans des études de diversitéd’espéces forestieres
ou agronomiques (Gupta et al., 2008) souvent en complément d’une autre technique (RAPD

ou RFLP) ou parfois a des fins de comparaison.

SSR ISSR SSR

A AN AN
r N7 N\ I
NHNNNRNCACACACACACANNNNNNNNNNNRNNNNNENTGTGTGTGTGTGTGTGHRNNNN
HHRNNHRGTGTGTGTG T THHRH RN NN NN NN NI ACACACACAC ACACACNNRNNN

Figure 5: Fragment schématique d'’ADN présentant des microsatellites (SSR) et des régions
inter microsatellites (ISSR) (Source : Tagu, 1999)
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2. MATERIEL ET METHODES
2.1 Matériel

2.1.1 Matériel vegétal
Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude était constitue de jeunes feuilles prélevées sur
les plantes issues de semences de douze cultivars de Mil provenant de la Cote d’Ivoire, du Mali

et du Burkina Faso (tableau I). La figure 7 présente les semences de mil utilisé pour cetteétude.

Tableau I: Différents cultivars de Mil étudiés

Ne°d’ordre Identifiant Origine

C1 Cl#1l Céte d’Ivoire
C2 Cl#2 Céte d’Ivoire
C3 Cl#3 Céte d’Ivoire
C4 Cl#4 Cote d’Ivoire
C5 Cl#5 Céte d’Ivoire
C6 ML#1 Mali

C7 ML#2 Mali

C8 ML#3 Mali

C9 ML#4 Mali

C10 ML#5 Mali

Cl1 BF#1 Burkina Faso
C12 BF#2 Burkina Faso

Cl : Céte d’Ivoire ML : Mali, BF : Burkina Faso

c7 c8 c9 C10 Ci1 C12

Figure 6: Semences des différents cultivars de mil étudiés

Cote d’Ivoire : C1-C5, Mali : C6-C10, Burkina Faso : C11-C12



2.1.2 Matériel technique
2.1.2.1 Matériel technique utilisé au champ
Cette étude a nécessité du matériel dont des dabas (Figure 7a) et des machettes (Figure 7b)

qui ont servi a désherber et a entretenir la parcelle.

Z"

Figure 7: Matériel techniques au champ : a) Daba ; b) Machette

2.1.2.2 Matériels techniques utilisé au laboratoire
Pour les travaux au laboratoire, plusieurs instruments (Figure 8) ont été utilisés :

- Un broyeur automatique pour broyer les échantillons de feuilles fraiches ;

- Une balance électronique de précision pour les pesées;

- Une centrifugeuse pour séparer les mélanges en différentes phases ;

- Un vortex pour assurer 1’homogénéisation des solutions ;

- Un bain-marie pour incuber les échantillons aux températures voulues ;

- Un Nano Drop pour mesurer la concentration et la pureté des extraits d’ADN ;

- Des micropipettes pour prélever avec précision les volumes de solutions inférieures ou
égales a 1000 pL;

- Une cuve de migration pour 1’électrophorése de I’ ADN sur gel d’agarose ;

- Des moules pour la polymérisation des gels d’agarose ;

- Un trans-illiminateur photographique pour visualiser et a photographier les bandes d’ADN
apres migration ;

- Un termocycleur pour réaliser les PCR (réaction de polymérisation en chaine) ;

- Une plaque chauffante magnétique qui permet la dissolution du gel d’agarose ;

- Un pied a coulisse électronique pour la mesure de la longueur et largeur des graines de mil.



Vortex Bain-marie NanoDrop

Figure 8: Quelques matériels techniques utilisés au laboratoire Agitateur magneétique



2.2 METHODES

2.2.1 Caractérisation des semences de mil des differents cultivars étudiés

Des leurs réceptions, les graines des différents cultivars de mil étudiés ont été caractérisées au
moyen de descripteurs de types quantitatifs et qualitatifs. Les descripteurs quantitatifs utilisés
sont :

- Longueurs des graines : Les longueurs de 10 graines par cultivars sont mesurées a I’aide d’un
pied a coulisse électronique ;

- Largeurs des graines : Les largeurs de 10 graines par cultivars sont mesurées a ’aide d’un
pied a coulisse électronique,

- Poids de 100 graines : Trois lots de 100 graines par cultivars sont pesés sur une balance
électronique de précision.

Les parametres qualitatifs considérés sont :

- Couleur des graines : La couleur des graines de chaque cultivar est déterminée par
observation visuelle en utilisant les descripteurs « couleurs des graines du mil » homologués
par 'IBPGR/ICRISAT (International Board for Plant Genetic Resources / International Crops
Research Institute for the Semi-Arid Tropics) qui sont :

1 Ilvoire 3 Giris 7 Brun
2 Créme 5 Gris foncé 8 Violet
3 Jaune 6 Gris brun 9 Violet foncé

- Forme des graines : La forme des graines est déterminée par observation visuelle en utilisant
les descripteurs « formes des graines du mil » homologués par ’'IBPGR/ICRISAT et présenté

dans la figure9.



1 Obovale 2 Oblancéolée 3 Elliptique

4 Hexagonale

5 Globulaire

Figure 9: Différentes formes possibles des graines de mil (source : 'TBPGR/ICRISAT)

- Couverture de la graine : la couverture de la graine est déterminée par observation visuelleen
utilisant les descripteurs « couvertures de la graine » homologués par I'IBPGR/ICRISAT et

illustré par la figure 10.



3 Exposée 5 Intermédiaire 7 Recouverte

Figure 10: Différents types possible de couverture des graines de mil

2.2.2 Echantillonnage des feuilles des cultivars de mil

Les semences de mil collectées ont été mises en culture sur le site expérimental de 1I’Université
Jean Lorougnon Guédé (UJLOG) selon un dispositif en bloc complet randomisé de Fischer.
Quatre répétitions ont été réalisées avec 10 plants par cultivar dans chaque répétition. Les plants
étaient seéparés de 0,5 m entre les lignes et les blocs étaient séparés de 2

m. Cette expérimentation au champ (Figure 11) a été utilisée pour fournir des feuilles pour

I’analyse moléculaire qui fait objet de la présente étude.

Figure 11: Parcelle expérimentale utilisée pour le prélevement des feuilles des cultivars de mil
étudiés.



Les feuilles jeunes et saines ont été échantillonnées su r cing pieds par cultivar en raison d’une
rondelle d’ouverture de tube eppendorf par pied (Figure 12). Les tubes contenants les feuilles
sont placées dans une glaciére contenant de la glace pilée puis transportés au laboratoire.
Chaque tube renferme a terme cing rondelles de feuille et peut ainsi servir pour constituer un
« bulk DNA » (mélange d’ADN) lors de I’extraction. La méthode du « bulk DNA » (Mefti &
Bourzerzou, 2012) permet de prendre en compte, lors des analyses, la variabilité qui pourrait
exister a I’intérieure de chaque cultivar. La méthode du « Bulk DNA » est une méthode

largement utilisée pour 1’évaluation de la diversité chez les plantes (Reyes-Val et al., 2013).

Figure 12: Prélevement de feuilles de mil pour I’extraction d’ADN :

a) jeune plant sain de mil ; b) un tube éppendorf de 2 mL utilisé pour le prélevement ; c, d,e) utilisation du tube
pour le prélévement d’une rondelle de feuille ; f) Rondelle prélevée dans le tube

2.2.3 Extraction d’ADN génomique des cultivars de mil
Les ADN génomiques totaux des 12 cultivars de mil ont été extraits (Figure 13) suivant le

protocole CTAB modifié comme suit. Aprés prélevement des feuilles, deux-billes en tungstene
sont ajouté dans chaque tube (Figure 13). Les tubes contenant les microbilles et leséchantillons
de feuilles sont ensuite placé dans un broyeur automatique (Tissuelyser 1l, Qiagen). Les

échantillons sont alors broyés selon le programme 2 fois 1 min 50 s & une



fréquence de 30 secousses par seconde. Il est ajouté au broyat 800 uLL d’une solution de lyse
Promega supplémenté de PVP et de mercaptoéthanol (en raison de 0,015 g et 10 pl
respectivement pour 5 ml de solution de lyse) préchauffée a 65°C. Ce mélange est mixé a 1’aide
d’un vortex pendant une dizaine de secondes puis mis dans un bain marie a 65°C pendant une
heure pour la lyse des cellules. Aprés refroidissement a la température ambiante pendant 5
minutes, 3 UL de RNAse sont ajouté suivi d’une incubation a 1’étuve a 37°C pendant 15 min
afin d’éliminer les ARN. Pour précipiter les protéines 800 pL de chlorophome / alcool-
isoamylique (24 : 1) fraichement préparée sont ajouté dans chaque tube.Le mélange est mixé
par inversion une cinquantaine de fois et centrifugé pendant 20 minutesa 6 200 g pour séparer
les proteines et les débris végétaux de I’ADN. Un volume de 600 uL du surnageant contenant
I’ADN est délicatement pipeté et mis dans un microtube de 1,5 ml. Le méme volume en
isopropanol froid est ajouté. Le contenu de chaque tube est délicatement mélangé par inversion
jusqu’a ce que I’isopropanol permette a I’ADN de se condenser et former un filament visible.
Les tubes sont mis a -20 ° C pendant 1 h puis centrifugés a 6200 g pendant 20 min pour tasser
I’ADN en un culot au fond des tubes. Les différents surnageants sont par la suite videés pour ne
conserver que les culots (représentant I’ADN) pour la suite de I’opération. Un volume de 600
puL d’une solution d’éthanol 70 % est ajouté dans chaque tube pour laver I’ADN délicatement
par une succession d’inversion/redressement pendant 2 a 3 minutes. Une derniére centrifugation
a 6200 g pendant 10 minutes est réalisée et les surnageants sont soigneusement vidés pour ne
conserver que le culot d’ADN. Les tubes sont inversés sur du papier essuie-tout pendant 5
minutes pour vider totalement I’éthanol et sécher les parois. Ils sont ensuite mis a 1’étuve a 60
° C pendant 10 a 20 min pour sécher I’ADN. Un volume de 100 uL de solution de réhydratation
d’ADN (TE) est ajouté par tube et I’ensemble laissé sur la paillasse toute une nuit a température
ambiante pour résuspendre I’ADN. Les solutions d’ADN sont finalement stockées a 4 ° C au

réfrigérateur pour les manipulations ultérieures.



Figure 13: Quelques étapes de I'extraction de 1’ ADN des cultivars de mil étudiés :

a) Ajout de deux microbilles dans un tube contenant des échantillons de feuilles ; b) Broyage des échantillons de
feuilles dans un broyeur automatique (TissueLyser); c) Ajout du tampon de lyse aux broyats de feuilles ; d)
Homogénéisation du mélange par vortex ; €) Mise des tubes au bain marie & 65°C; f) Centrifugation des
échantillons; g) Ajout d’une solution d’isopropanol aux surnageants; h) Condensation de I’ADN dans
I’isopropanol.

2.2.4 Quantification et controle de la qualité des ADN extraits
En biologie moléculaire, il est important de quantifier et d’analyser la pureté des acides
nucléiques aprés leur extraction. Deux méthodes ont été utilisées pour déterminer la
concentration et vérifier la qualité des ADN de mil extraits. Il s’agit de :

- La spectrophotomeétrie basee sur la mesure de 1’absorbance de I’ADN dans ’'UV

- La méthode de 1’¢lectrophorese sur gel d’agarose



2.2.4.1 Méthode spectrophotométrique : utilisation du NanoDrop
Le NanoDrop qui est un spectrophotometre, développé pour 1’analyse de micro- volumes

d’acides nucléiques (ADN, ARN) et de proteines hautement concentrees a été utilisé.Deux uL
de chaque solution d’ADN ont été déposés sur la surface de mesure du NanoDrop (Figure 14)
et le bras a été rabattu. Instantanément, en moins de 10 secondes, I'absorbance de la solution
d’ADN a 260 nm est mesurée et sa concentration est automatiquement calculée. Parallélement,
I’appareil détermine la pureté de 1’échantillon en mesurant 1’absorbance a 280 nm et en donnant
le ratio A260 /A280. Une solution d’ADN est considéré comme ayant une bonne pureté quant
le ratio A260 /A280 est dans la fourchette 1,8 — 2,0. Une fois des résultats satisfaisant obtenues
et les concentrations connues, il été procédé a des dilutions pour produire des solutions d’ADN
de travail de 100 pL ayant une concentration de 50 ng/pL.

Figure 14: Utilisation NanoDrop pour la quantification et le contréle de la qualité des extraits
d’ADN des cultivars de mil étudiés :

a) Surface de mesure recevant une goutte de 2 pL de solution d’ADN ; b) Bras du NanoDrop a rabattre sur la
surface de mesure pour effectuer 1’analyse.

2.2.4.2 Méthode de I’électrophorése sur gel d’agarose

La méthode du gel d’agarose a été réalisée pour vérifier la présence de I’ADN dans nos extraits
et confirmer les résultats obtenus par I’analyse au NanoDrop. Un gel d’agarose de

1 % a été utilisé pour cette analyse. Pour cela, 1,5 g d'agarose ont été pesés (Figure 15a) et
dissouts dans 150 ml de tampon 0,5x TBE (Tris Borate EDTA) sur plaque chauffante (Figure
15b). Apres un léger refroidissement (a environ 50 ° C), 3 pl de BET (bromure d’éthidium)



ont été ajoutés a la solution d’agarose. Cette solution, mélangée au BET a été ensuite versé dans
un moule équipé d'un peigne, puis laissée a tempeérature ambiante pour polymérisation (Figure
15¢). Pendant ce temps, les échantillons d’/ADN ont été préparés en utilisant pour chaque
échantillon 4 pL de bleu de charge (a base de bromophénol) et 6 uL d'’ADN.

Aprés solidification de 1’agarose le peigne est enlevé (Figure 15d) et le gel est placé dans une
cuve de migration rempli du tampon 0,5x TBE (Figure 15e et 15f). Les échantillons preparés
(Bleu de charge + ADN) ont été déposés dans les puits crées par les dents du peigne (Figure
159). L'électrophorése a été effectuée a 100 V pendant 30 minutes (Figure 15h). L’ADN de
chaque cultivar a finalement été révéle au transilluminateur a UV et photographié (Figure 15i).

Figure 15: Quelques étapes du dosage sur ge% d’agarose des extraits d’ADN de mil étudié



a) Pesée de 1’agarose ; b) Dissolution de 1’agarose dans du 0.5x TBE ; ¢) Polymérisation de la solution d’agarose
dans le moule de coulée équipé d’un peigne ; d) Retrait du peigne apres solidification de I’agarose ; e) Transfert
du gel d’agarose dans la cuve de migration ; f) Remplissage de la cuve avec le tampon de migration ; g) Dépot des
ADN dans les puits du gel ; h) Electrophorése a 100 V ; i) Visualisation et photographie du gel dans le
transilluminateur.

2.2.5 Amplification des ADN de mil par PCR (Réaction de Polymérisation en Chaine)
a) Amorces ISSR utilisées : caractéristiques et reconstitution et dilution

La PCR neécessite I'utilisation d'oligonucléotides servant d'amorces pour pouvoir amplifier les
séquences d’ADN cibles. Dix amorces ISSR synthétises par le fournisseur d'acides nucléiques
IDT (Integrated DNA Technologies) a Coralville (lowa, Etats Unis) ont été utilisées pour la

présente étude. Les différentes caractéristiques de ces amorces sont résuméesdans le tableau II.

Tableau I1: Amorces utilisées avec leur caractérisation

Amorces Séquences Températures de demi-
dénaturation (Tm)

ISSR 1 5’-CACTCCTCCTCCTCCTCC-3’ 56,2°C
ISSR N7 5’-GTG GTGGTGGTGGTGYC-3’ 57,9°C
ISSR 09 5’-CTCCTCCTCCTCCTCCTC-3’ 57,7°C
ISSR 857 5’-ACACACACACACACACCG-3’ 57,7°C
ISSR DAT 5’-GAGAGAGAGAGAGAAC-3’ 44°C

ISSR N6 5’-GAAGAAGAAGAAGAARC-3’ 42,9°C
ISSR 17899A 5’-CACACACACACAAG-3’ 43,3°C
ISSR 807 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3’ 47°C

ISSR 887 5’-GCATCTTCTCTCTCTCTCTC-3’ 47,9°C
ISSR 17899B 5’-GGCAACAACAACAACAA-3’ 48,6°C

Les amorces ISSR recus etaient sous forme lyophilisées. Pour les reconstituer, les tubes ont
d’abord été brievement centrifugé (8 000 tours/min pendant 30 secondes) pour faire descendre
toute la poudre d’amorce au fond de chaque tube. Ensuite, pour chaque amorce, le volume d’eau
(eau distillée doublement autoclavée) demandé par le fournisseur pour une reconstitution de
100 uM a été ajouté dans le tube correspondant. Aprés deux minutes a température ambiante
les amorces ont été incubées a 60 ° C pendant 10 min. Finalement une bréve centrifugation a
été réalisée pour recueillir I’entiéreté des solutions au fond des tubes. Ces solutions d’amorces

de 100 puM ainsi reconstitué ont représenté nos solutions stock. A



partir de ces solutions stock, des solutions de travail de 100 pl a 10 uM ont été préparées par
dilution : 10 pl de solution stock + 90 ul d’H2O. Les solutions d’amorces ont été conservée a
-20°C.

b) Amplification des ADN de mils étudiés

La PCR a été realisée pour chaque échantillon dans un volume réactionnel de 15 pL contenant
3 UL de tampon PCR 5 X, 1,5 pL de MgCl2 25 mM, 0,3 pL de dNTP 10 mM, 4 pL d’amorce
ISSR 10 uM, 0,08 uL de Taq polymérase 5 U, 2 pL d’ADN (50 ng/pl) et 4,12 puL d’eau distillée
autoclavée. L’amplification a été effectuée dans un Thermocycleur Labnet MultiGene™
OptiMax. Le programme utilisé comprenant une premiére étape de dénaturation initiale a 94
° C pendant 2 minutes ; suivie d’une seconde étape de 35 cycles comprenant une dénaturation
a 94 ° C pendant 30 secondes, une hybridation a la température d’hybridation de I’amorce (Tm
—5° C) pendant 2 minutes et une élongation a 72 °C pendant 2minutes ; et enfin une derniére
étape d’¢longation finale a 72 °C pendant 4 minutes. La figure 16 montre quelques étapes de la

manipulation pour la réalisation de la PCR.

a ¥

Figure 16: quues etapés de la manipulation pour la réalisation de la PCR

a) Préparation du mélange réactionnel pour PCR ; b) Echantillons dans le thermocycleur ; ¢) Thermocycleur en
marche avec I’affichage du programme d’amplification.

2.2.6 Révélation des fragments de ’amplification PCR sur gel d’agarose

Dans une cuve d’électrophorése horizontale (Figure 17), les produits d’amplification ont été
soumis a une ¢lectrophorese a 100 V durant 45 minutes sur gel d’agarose a 2 % contenant du
BET (Bromure d’Ethidium). Le tampon de migration était constitué de 0,5X TBE (Tris Borate
EDTA). A la fin de la migration, les produits amplifiés ont été révélés et photographiersous

lumiére ultra-violet a 1’aide d’un trans-illuminateur photographique.



Figure 17: Produits d’amplification PCR en migration dans une cuve d’¢lectrophorése

2.2.7 Lecture des gels issus de I’électrophoreése

Chaque bande représente un seul locus biallélique. Seules les bandes brillantes et discernables
ont été prises en compte dans les analyses. Une matrice de données binaires a été construite en
notant les bandes ISSR en tant que caractéres de présence (1) ou d'absence (0). La lecture
visuelle des gels a permis d’établir une matrice binaire 0/1 traduisant respectivement
I’absence/présence de bandes a chacun des locus, pour chaque cultivar de mil étudié. Seules les

bandes claires et bien visibles ont été prises en compte comme marqueurs ISSR.

2.2.8 Analyse statistique des données

Les données phénotypiques collectées sur les graines des mils ont été analysées avec le logiciel
Statistica 7.1. Une analyse de variance (ANOVA) a un facteur a été réalisee pour apprécier la
significativité statistique des différences observées entre les cultivars pour les caracteres
étudiés. Les moyennes ont été comparées par le test HSD de Tukey (test de la différence
vraiment significative, HSD signifie « Honestly Significant difference ») au seuilde p < 0,05.
Les relations entre variables ont été étudiées grace a la matrice de corrélations totales et a une
Analyse en Composantes Principales (ACP). Les relations entre les cultivars ont été analysées

par I'ACP et la classification ascendante hiérarchique (CAH).

Les données moléculaires ont été analysées a partir des logiciels PopGene 1.31, GenALEXx 6.5,
FreeTree et TreeView (Win32, version 5.2). Pour chaque amorce, le nombre total de bandes et
le taux de polymorphisme ont été calculés. Des estimations de la diversité génétiqueau sein et

entre les populations ont été obtenues avec le logiciel PopGene. Le pourcentage de



loci polymorphes (PPL), la diversité des génes de Nei (He) et I'indice d'information de Shannon
(1) ont été calculés. Pour I'évaluation de la différenciation genétique des populations, la diversité
génetique totale (Ht), la diversité génétique intra-population moyenne (Hs), le coefficient de
différenciation genétique (GST) et le flux génétique (Nm) de populations ont été calculés.
L'analyse de la variance moléculaire (AMOVA) a été utilisée pour évaluer statistiquement la
répartition de la variabilité génétique au sein et entre les populations a I'aidedu programme
GenAlex. De plus, le logiciel GenALEXx a permis une analyse multivariée. Ellea consisté en une
analyse en coordonnées principales (PCoA) afin de visualiser les tendances de la distance
génétique entre les cultivars. Cette PCoA a été fondée sur les corrélations pour transformer les
variables, dans notre cas les marqueurs ISSR, en variables synthétiques ou axes. Cette analyse
a permis ainsi de définir les marqueurs qui contribuent le mieux a la description de la

structuration de la variabilité et d’obtenir une projection des variétés selon leur ressemblance.

Enfin, la matrice binaire obtenue a été traitée avec le logiciel FreeTree pour générer une matrice
de distance génétique présentant les coéfficients de dissimilarité de Jaccard entre les douze
cultivars de mil sur la base des données ISSR. Une analyse typologique a ensuite, été réalisée
en utilisant la méthode du neighbor-joining du logiciel FreeTree ; ce qui a permis d’élaborer,

gréce au programme TreeView, un dendrogramme montrant I'inter-relation entre les cultivars.



RESULTATS ET DISCUSSION



3. RESULTATSET DISCUSSION

3.1 RESULTATS

3.1.1 Caractérisation phénotypique des graines des cultivars de mils étudiés

3.1.1.1 Variabilité des parametres quantitatifs

Le tableau 111 présente la dispersion des valeurs moyennes des caractéres quantitatifs mesurés
sur les graines des cultivars de mils étudiés. L'examen du tableau révele 1’existence de
variabilités manifestée par la constitution de plusieurs groupes homogenes suite a 1’analyse de
la variance. Ainsi, la longueur des graines a varié de 3,02 mm a 3,85 mm et trois groupes ont
été observés. Le groupe des cultivars a graines les plus courtes est représenté par les cultivars
ivoirien CI#2 (3,02 mm) et malien ML#3 (3,11 mm). Le cultivar burkinabé BF#2 forme a lui
seul, le groupe des mils ayant les plus longues graines (3,85 mm). Tous les autres cultivars
(cultivars ivoiriens CI#1, CI#3, Cl#4, CI#5, cultivars malien ML#1, ML#2, ML#4, ML#5 et
le cultivar burkinabé BF#1) ont présenté des longueurs de graines intermédiaires comprise entre
3,17 et 3,64 mm. La largeur des graines a varié de 1,97 a 2,90 mm, et a exhibé six groupes. Les
cultivars maliens ML#3 (1,97mm) et ML#1 (2,03 mm) ont constitué le groupe ayant les graines
les moins larges. Tandis que le cultivar burkinabé BF#2 a encore présentéles valeurs les plus
élevés (2,90 mm). Il a constitué a lui seul encore le groupe des mils a grains les plus larges. La
largeur des graines des autres cultivars de mils étudiés était entre1,97 et 2,90 mm.

La plus grande variabilité des parametres des graines a été observée avec le poids de 100
graines. Les valeurs de ce parameétre allaient de 0,49 g a 1,21 g et 8 groupes ont été manifestés.
Le groupe des mils a graines les plus légéres comprenait 4 cultivars maliens ML#2 (0,54 g),
ML#3 (0,49 g), ML#4 (0,54 g) et ML#5 (0,51 g). Et comme pour les parametres précédents, le
cultivar BF#2 s’est encore illustré par sa valeur de poids de 100 graines la plus élevée (1,21 g).

Il a représenté a lui seul le groupe des cultivars a graines les plus lourdes.



Tableau IlI: Variation de caracteres quantitatifs des grains de mils étudiés

Cultivars LongGr LargGr P100Gr
(mm) (mm) (9)
Cl#1 3,59+0,40 b 2,12 £0,47 ¢ 0,79 £0,02 g
Cl#2 3,02 +0,46 a 2,10£0,16 b 0,69 £0,01d
CI#3 3,57+0,54 b 2,13+0,38¢ 0,74 £0,02 e
Cl#4 3,64 £0,71b 2,17+0,31c 0,68 £0,01d
Cl#5 3,321+0,28 b 2,19+0,17 ¢ 0,65 10,02 c
ML#1 3,39 0,57 b 2,03+0,28 a 0,57 £0,03 b
ML#2 3,17+0,38b 2,22 £0,46 ¢ 0,54 £0,08 a
ML#3 3,11 +0,56 a 1,97 +0,28 a 0,49 £0,04 a
ML#4 3,45 10,33 b 2,53+0,15d 0,54 £0,02 a
ML#5 3,23+0,36 b 2,33+0,34¢ 0,51 +0,03 a
BF#1 3,19+0,44 b 2,59+0,34¢ 0,76 £0,02 f
BF#2 3,85+0,39 ¢ 2,90 +0,31 f 1,21 £0,03 h

LongGr : Longueur de la graine ; LargGr : Largeur de la graine ; P100Gr : Poids de 100 graines

3.1.1.2 Variabilité des parametres qualitatifs
Tres peu de variabilités inter-cultivars ont été observées pour certains des caractéres qualitatifs
étudiés. Cependant une grande variabilité a été observée pour d’autres (Tableau V). La couleur
des graines a présenté la plus grande variabilité avec 7 couleurs observées : Gris brun (Cl#let
Cl#4), Gris foncé (CI#2, CI#3, CI#5 et ML#5), Jaune (ML#1), Brun (ML#2), Gris (ML#3),
Creme (ML#4), Ivoire (BF#1) et Blanc (BF#2).

Pour la forme des graines, essentiellement quatre types ont été observeés : Hexagonale (CI#1),
Oblancéolée (CI#2), Obovale (CI#3, Cl#4, ML#3 et ML#4) et globulaire (CI#5, ML#1,ML#2,
ML#5, BF#1, BF#2).

Trois types de couverture de la graine ont été observés : Recouverte pour le cultivar ivoirien
CI#1, la graine, Intermédiaire pour les cultivars Cl#2, ML#1 et ML#2, et Exposée pour les
cultivars CI#3, Cl1#4, CI#5, ML#3, ML#4, ML#5 et BF#1. Il a été impossible de déterminer la
couverture de graine du cultivar burkinabé BF#2 parce que toutes les graines recus étaient

complétement décortiquées.



Tableau IV: Variation des caractéres qualitatifs observés sur les graines de mils étudiés

Cultivars ColGr FoGr CovGr
Cl#1 Gris brun Hexagonale Recouverte
Cl#2 Gris foncé Oblanceéolée Intermédiaire
Cl#3 Gis foncé Obovale Exposée
Cl#4 Gris brun Obovale Exposée
Cl#5 Gis foncé Globulaire Exposée
ML#1 Jaune Globulaire Intermédiaire
ML#2 Brun Globulaire Intermédiaire
ML#3 Gris Obovale Exposée
ML#4 Creme Obovale Exposée
ML#5 Gis foncé Globulaire Exposée
BF#1 Ivoire Globulaire Exposée
BF#2 Blanc Globulaire Absent

ColGr : Couleur des graines ; FoGr : forme des graines ; CovGr : Couverture des graines

3.1.2 Analyse multi variée des caracteres phénotypiques des graines des mils étudiés :

3.1.2.1 Analyse en composantes principales (ACP)

- Corrélation des caractéres
Les corrélations pour chaque paire de caractéres phénotypiques des graines ont été évaluées a
I'aide des coefficients de corrélation de Pearson (Tableau V). Ces coefficients variaient de
-0,03 &4 0,67. La matrice générée pour les six caractéres a révelé la plus forte corrélation pour le
poids et la longueur des graines (0,67) ; viennent ensuite le poids et la largeur des graines (0,65),
le poids et la couleur des graines (0,60), et enfin la longueur et la couleur des graines (0,50).
Les plus faibles corrélations ont été observées entre la largeur et la couverture des graines (-
0,07) et la longueur et la forme des graines (-0,03). Les corrélations des autres paires de
caracteres étaient intermédiaires.

Tableau V: Coefficient de corrélation entre les caractéres phénotypes des graines de mils
étudiées

LongGr largGr P100Gr ColGr ForGr CovGr
LongGr 1,00
LargGr 0,43 1,00
P100Gr 0,67 0,65 1,00
ColGr 0,50 0,22 0,60 1,00
ForGr -0,03 0,33 0,23 0,19 1,00
CovGr 0,19 -0,07 0,35 0,43 0,35 1,00

LongGr : Longueur de la graine ; LargGr : Largeur de la graine ; P100Gr : Poids de 100 graines ; ColGr :
Couleur des graines ; FoGr : forme des graines ; CovGr : Couverture des graines.



- Composantes principales
L'analyse en composantes principales (ACP) a transformé les six variables (caractéres)
phénotypiques étudiées en six composantes principales (CP). Le Tableau VI présente les
pourcentages de variation expliques par les six CP, leur valeur propre et les scores factoriels
des six caracteres étudiés. L’examen de ce tableau montre que la premiére composante
principale (CP1) a le plus contribué (46,70 %) a la variabilité totale et la derniére composante
principale (CP6) a eu la plus faible contribution (2,61 %). Les valeurs propres des CP variaient
de 0,16 a 2,80. Les valeurs propres permettent de déterminer combien de composantes
principales retenir. Les composantes ayant des valeurs propres inférieures a 1 sont a exclure
(Shah et al. 2018). Les trois premieres CP (CP1, CP2 et CP3) ont eu des valeurs propres
supérieures a 1. Elles influencent donc de facgon significative la variabilité des cultivars. Ces
trois CP expliquent cumulativement 84,66 % de la variabilité totale des cultivars. Cependant,
les deux premiéres CP, avec une variance cumulée de 67,19% (46,70% pour CP1 et 20,49%
pour CP2), expliquent plus de la moitié de la variabilité totale. Par conséquent, le seul plan
constitué par les axes de ces deux CP (CP1, CP2) permet d'expliciter I'information totale et a
¢été de ce fait utilisé pour les analyses ACP. Dans ce plan, I’axe 1 (CP1) est plus associé a la
longueur des graines (score factoriel de -0,45 chez PC1 contre - 0,34 chez CP2), au poids des
graines (-0,55 contre -0,15) et a la couleur des graines (-0,45 contre -0,16). Tandis que ’axe 2
(CP2) est plus lié aux caractéeres forme des graines (0,50 contre -0,24) et couverture de la graine
(0,67 contre -0,29). Le caractere largeur de la graine a une pondération égale pour les deux axes

(-0.39 et -.39) et n’est donc associé a aucun des deux axes.

Tableau VI: Analyse en composante principale des caracteres phénotypiques des graines de
mils étudiées montrant les vecteurs propres, les valeurs propres et les variances totales et
cumulées.

Caractere CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6
LongGr -0,45 -0,34 0,30 -0,27 0,71 0,12
LargGr -0,39 -0,39 -0,53 -0,08 -0,33 0,54
P100Gr -0,55 -0,15 0,00 -0,15 -0,35 -0,73
ColGr -0,45 0,16 0,35 0,78 -0,10 0,19
ForGr -0,24 0,50 -0,66 0,16 0,46 -0,17
CovGr -0,29 0,67 0,25 -0,52 -0,22 0,30
Valeur propre 2,80 1,23 1,05 0,44 0,32 0,16
Variance total (%) 46,70 20,49 17,47 7,32 5,41 2,61

Variance cumulée (%) 46,70 67,19 84,66 91,98 97,39 100,00

CP : Composante principale ;LongGr : Longueur de la graine ; LargGr : Largeur de la graine ; P100Gr : Poids
de 100 graine ; ColGr : Couleur des graines ; FoGr : forme des graines ; CovGr : Couverture des graines



- Cercle de corrélation et regroupement des cultivars sur le plan factoriel

Un plan a deux dimensions a été réalisé sur la base des deux premiers CP. Ce plan factoriel a
permis de visualiser de fagon graphique 1’association des caractéres étudiés (Tableau VI) a
travers un cercle de corrélations (Figure 18). La projection des cultivars sur le plan factoriel a
montré leur distribution et leur association. L’analyse de cette projection laisse entrevoir 4
groupes de cultivars. Le groupe 1 comprend le cultivar burkinabé BF#2 qui se démarque
nettement des autres cultivars. Le groupe 2 comprend les cultivars BF#1, CI#3, Cl#4, ML#3
et ML#4. Le groupe 3 est constitué des cultivars Cl#2, CI#5, ML#1, ML#2 et ML#5. Le
cultivar CI#1 restant forme le groupe 4.
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Figure 18: Projection des caractéres et des cultivars de mils sur le plan factoriel de I’ACP :

a) Cercle de corrélation de I’ACP montrant les corrélations et les poids des caracteres phénotypiques des graines
des cultivars de mil ; b) Distribution et association des douze cultivars de mils dans le plan factoriel. LongGr :
Longueur de la graine ; LargGr : Largeur de la graine ; P100Gr : Poids de 100 graines ; ColGr : Couleur des graines
; FOGr : forme des graines ; CovGr : Couverture des graines

3.1.2.2 Analyse de la distance génétique entre les cultivars sur la base des caractéres
phénotypiques

Les distances génétiques entre les paires de cultivars de mil ont été mesurées a l'aide des

distances de Manhattan sur la base des six caractéres de graines étudiés. La matrice de distance

est présentée dans le tableau VII. L’examen de ce tableau montre que les distances génétiques

entre toutes les paires possibles de cultivars ont varié de 0,37 a 15,45 avec une moyenne de

7,62. La paire de cultivars la plus eloignée est formée par les cultivars burkinabé BF#2 et malien

ML#4. La distance génétique la plus faible est enregistrée entre les cultivars



ivoiriens CI#5 et malien ML#5. Les cultivars burkinabés BF#2 se démarquent de tous les autres

cultivars avec une distance moyenne de 10,60 supérieures a la moyenne genérale de 7,62.

Tableau VII: Matrice de distances Manhattan entre les paires de cultivars de mils étudiées.

Cl#l Ci#2 CI#3 Cl# CI#5 ML#L ML#2 ML#3 ML#4 ML#5 BF#1 BF#2

Cl#l 0,00

Cl#2 5,69 0,00

CI#3 8,08 3,62 0,00

Cl#4 720 470 1,16 0,00

Cl#5 6,48 543 439 536 0,00

ML#1 6,52 556 845 950 430 0,00

ML#2 4,77 542 868 7,66 429 442 0,00

ML#3 994 442 187 291 560 742 936 0,00

ML#4 | 11,80 7,01 3,71 469 758 7,58 11,59 295 0,00

ML#5 6,85 563 476 574 037 450 4721 550 7,44 0,00
BF#1 1091 9,71 886 995 464 494 859 796 554 455 0,00
BF#2 8,46 10,15 12,53 1148 880 898 503 1440 1545 8,89 12,44 0,00

Le dendrogramme généré a partir de la matrice de distance montre les relations entre les 12
cultivars étudiés (Figure 19). Tous les cultivars étaient distincts les uns des autres mais ont
formés 4 groupes majeurs a un niveau de similarité de 60%. Ces quatre groupes s’apparentent
aux quatre groupes obtenus avec ACP. Le groupe 1 comprend le cultivar burkinabé BF#2 ; le
groupe 2 cultivars ML#4, ML#3, CI#2, CI#3, CI#4, groupe 3 les cultivars BF#1, ML#1, ML#2,
ML#5 et CI#5 ; le groupe 4, le cultivar CI#1.
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Figure 19: Dendrogramme des 12 cultivars de mil base sur les distances de Manhattan et
montrant quatre groupes principaux a un niveau de similarité de 60%.




3.1.2.3 Quantité et qualité des ADN extraits

Les résultats de la mesure au Nanodrop de la quantité et de la qualité des extraits d’ADN sont
présentés dans le tableau V1II. Les quantités des extraits variaient en moyenne de 53,95 (CI#1)
a 486,35 (CI1#3) ng/uL. Quant a la qualité (DO 260/280), elle variait de 1,19 (CI#3) a 1,58
(ML#4).

Tableau VIII: Concentrations (ng/ul) et pureté (DO 260/280) des extraits d’ADN des cultivars
de mils étudiés

Cultivars Concentration (ng/ul) Pureté (DO 260/280)
Mesurel Mesure2 Moyenne ~ Mesure 1 Mesure 2 Moyenne

Cl#l 53,00 54,90 53,95 1,43 1,43 1,43
Cl#2 167,80 173,30 170,55 1,54 1,50 1,52
Cl#3 572,90 399,80 486,35 1,17 1,20 1,19
Cl#4 132,00 151,50 141,75 1,37 1,33 1,35
Cl#5 118,40 106,90 112,65 1,41 1,45 1,43
ML#1 58,80 73,60 66,20 1,38 1,32 1,35
ML#2 71,50 78,30 74,90 1,53 1,49 1,51
ML#3 260,40 256,00 258,20 1,29 1,32 1,31
ML#4 98,90 97,00 97,95 1,59 1,56 1,58
ML#5 193,00 195,10 194,05 1,44 1,44 1,44
BF#1 63,00 65,80 64,40 1,41 1,41 1,41
BF#2 157,30 172,00 164,65 1,51 1,45 1,48

L’examen des solutions d’ADN sur agarose a montré la présence d’ADN avec des profils

relativement bons, comme le montre la figure 20.
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Figure 20: Visualisation des ADN génomiques extraits des douze cultivars de mils étudiés :

1) CI#1 ; 2) CI#2 ; 3) CI#3 ; 4) Cl#4 ; 5) CI#5 ; 6) ML#1 ; 7) ML#2 ; 8) ML#3 ; 9) ML#4 ; 10) ML#5
11) BF#1 ; 12) BF#2

3.1.2.4 Analyse des profils ISSR et niveaux de polymorphismes
Des amplifications ont été observées chez tous les cultivars de mils étudiées (Figure 21). La

lecture des profils d’amplifications obtenus a permis de mettre en évidence 139 loci au total



(Tableau IX). Parmi ces loci, 122 se sont avérés polymorphes, soit un tau polymorphisme de
87,77%. Le nombre de loci révélés par amorce variait de 7 (ISSR 17899B) a 24 (ISSR N6). Le
nombre de loci polymorphes par amorce variait également de 7 (ISSR 17899B) a 24 (ISSRNG6).
Le taux de polymorphisme par amorce se rangeait de 58,33 a 100%. Sur les 10 amorcesutilisées
cing amorces (ISSR 1, ISSR DAT, ISSR N6, ISSR 887 et ISSR 17899B) ont eu les taux de
polymorphisme les plus élevés (100%). L’amorce ISSR 807 a fourni le plus petit tauxde
polymorphisme (58,33%). La moyenne de loci polymorphes produits était de 12,2 loci par

amaorce.

Figure 21: Profils électrophorétique obtenus chez les 12 cultivars de mils étudiés :
1) CI#1 ; 2) CI#2; 3) CI#3; 4) CI#4; 5) CI#5; 6) ML#1; 7) ML#2; 8) ML#3; 9) ML#4; 10) ML#5;
11) BF#1; 12) BF#2, A) ISSR ISSR 857 ; B) ISSR 17899A

Tableau IX: Nombre de loci et pourcentage de polymorphisme générés dans la population
total de mil

Amorces ISSR Nb total de loci révélés Nb de loci Taux de loci
Polymorphe polymorphes (%0)

ISSR 1 12 12 100

ISSR N7 19 14 73,68

ISSR 09 14 13 92,86

ISSR 857 12 11 91,67

ISSR DAT 9 9 100

ISSR N6 24 24 100

ISSR 17899A 18 13 72,22

ISSR 807 12 7 58,33



ISSR 887 12 12 100
ISSR 17899B 7 7 100
Total 139 122 87,77

Le tableau X présente les reésultats des analyses des profils électrophorétiques pour chaque
population de mil (cultivar ivoirien, cultivar malien et cultivar Burkinabé¢). L’examen de ce
tableau montre que le nombre le plus élevé de loci a été révéle chez les cultivars burkinabés
avec 120 loci, contre 104 loci chez les cultivars ivoiriens et 102 loci chez la population
malienne. Les cultivars burkinabés ont également enregistré le nombre de loci polymorphes le
plus élevé (74 loci polymorphes) ; ils ont été suivis par les cultivars maliens (65 loci
polymorphes), puis les cultivars ivoiriens (59 loci polymorphes). Les pourcentages de
polymorphisme variaient de 56,73% (cultivars ivoiriens) a 63,73 % (cultivars maliens). La
population burkinabé de mil a montré un polymorphisme de 61,67 %. En ce qui concerne le
nombre de loci spécifiques a chaque population, les cultivars burkinabés ont montré le plus
grand nombre de loci uniques (29 loci) ; ils ont été suivis par les cultivars ivoiriens (4 loci) puis

maliens (2). Ce nombre élevé de loci uniques provient surtout du cultivar BF#2.

Tableau X: Nombre de loci et pourcentage de polymorphisme générés dans chaque population
de mil étudiée.

Amorces Pop. ivoirienne Pop. Malienne Pop. Burkinabée
ISSR Nbtotal Nbloci % loci  Nbtotal Nbloci % loci Nb total ~ Nb loci % loci
loci Poly.  poly. loci Poly.  poly. loci Poly.  poly
ISSR 1 9 5 55.56 8 8 100.00 10 6 60.00
ISSR N7 12 5 41.67 14 8 57.14 17 11 64.71
ISSR 09 11 8 72.73 9 3 33.33 11 9 81.82
ISSR 857 10 9 90.00 6 3 50.00 10 5 50.00
ISSR DAT 6 4 66.67 6 6 100.00 8 6 75.00
ISSR N6 20 15 75.00 21 21 100.00 21 11 52.38
ISSR 17899A 12 5 41.67 12 3 25.00 16 10 62.50
ISSR 807 8 1 12.50 11 5 45.45 10 4 40.00
ISSR 887 9 3 33.33 9 2 22.22 10 9 90.00
ISSR 17899B 7 4 57.14 6 6 100.00 7 3 42.86
Total 104 59 56.73 102 65 63.73 120 74 61.67
Nb de Loci 4 5 29

unique




3.1.2.5 Analyse de la diversité génétique des populations de mil a travers les statistiques
descriptives

Les valeurs des paramétres de diversité génétique (Na : nombre d'alléles observé ; Ne : nombre
effectif d'alleles ; He : diversité génétique de Nei ; I : index d'information de Shannon) ont été
déterminées a partir des données ISSR et sont présentées dans le tableau XI. Les valeurs les
plus élevées de ces parametres ont été enregistrées chez les cultivars burkinabés (Na= 1,5324 ;
Ne=1,3764 ; He=0,2205 et 1=0,3219). Les cultivars ivoiriens ontprésenté les parametres de
diversité les plus bas (Na=1,4173 ; Ne= 1,3061 ; He= 0,1671 et 1=0,2428). Les indices de diversité
génétique des cultivars maliens se situaient entre ceux des cultivars burkinabés et ivoiriens avec
les valeurs suivantes : Na=1,4604 ; Ne=1,3381 ; He= 0,1853 et 1=0,2692. Au niveau de I’ensemble
de la population cultivars étudiée, la diversité génétique était relativement plus élevée
(Na=1,8849 ; Ne=1,3949 ; He=0,2431 et 1=0,3807).

Tableau XI: Valeurs des parametres de diversité genétique estimés par le logiciel PopGene
pour chaque population de mil

Pop Na Ne He | Nb LP PLP (%)
Cote d’Ivoire (CI) 1,4173 1,3061 0,1671 0,2428 58 41,73
Mali (ML) 1,4604 1,3381 0,1853 0,2692 64 46,04
Burkina Faso (BF) 1,5324 1,3764 0,2205 0,3219 74 53,24
Cl+ML+BF 1,8849 1,3949 0,2431 0,3807 123 88,49

Na: nombre d'alléles observé; Ne: nombre effectif d'alléles; He: diversité génétique de Nei (1973); I: index
d'information de Shannon; Nb LP : nombre de loci polymorphes ; PPL: pourcentage de loci polymorphes.

3.1.2.6 Différenciation génétique et flux de genes des populations

La différenciation génétique des populations de mil étudiée, telle que calculée par ’AMOVA
(Figure 22), a montré que 8% de la variation totale était située entre les populations et 92% de
la variation totale provenait de l'intérieur des populations. Le coefficient de différenciation
génique (GST) était de 0,2935 et le flux génétique (Nm) était de 1,2037. Les mesures non
biaisées de similarité génétique (SG) de Nei et de distance génétique (DG) entre les trois
populations de mil étudié sont recensées dans le tableau XII. Les distances génétiques entre les
trois populations variaient de 0,0351 a 0,15660. La plus grande distance génétique (0,15660)a été
enregistrée entre les populations maliens et burkinabés ; tandis que la plus petite (0,0351)a été
trouvée entre les populations ivoiriens et maliens. Les similitudes genétiques entre les
populations étaient fortes et variaient entre 0,8551 (populations de mils burkinabé et malien)

et 0,9655 (populations ivoiriens et maliens).
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Figure 22: Pourcentage de variance moléculaire (AMOVA)
Tableau XII: Mesure non biaisée de la similitude génétique (au-dessus de la diagonale) et de

la distance génétique (en-dessous de la diagonale) de Nei entre les trois populations de mil
étudiées.

Pop ivoiriens Pop maliens Pop burkinabé
Pop ivoiriens 0,9655 0,8617
Pop maliens 0,0351 0,8551
Pop burkinabé 0,1488 0,1566

3.1.2.7 Relation génétique entre les douze cultivars de mils étudiés

Les relations génétiques entre les douze cultivars de mils ont mis en évidence une analyse en
coordonnées principales (PCoA). Les premiere et deuxieme coordonnées principales ont
représenté 44,77 % (respectivement 30,24 % et 14,53 %) de la variation totale. Le résultat de la
PCoA est présenté dans la Figure 23. La PCoA démarque ostensiblement et indiscutablement
le cultivar burkinabé BF#2 de tous les autres cultivars de mil. Un autre cultivar qui est
relativement bien démarqué des autres est le cultivar malien ML#1. Mais, la PCoA ne montre
aucune relation claire entre le regroupement des cultivars de mil en fonction de leur origine
géographique. En effet, les cultivars ivoiriens, maliens et burkinabés sont regroupés sur le plan
de la PCoA indépendamment de leur origine géographique et les groupes ne sont pas bien

discernables.
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Figure 23: Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur les données ISSR et
montrant les relations entre les douze cultivars de mil étudiés.

Pour visualiser autrement les relations génétiques entre les cultivars de mil et recueillir des
informations complémentaires une matrice de dissimilarité (ou dissemblance) a été élaborée
(Tableau XI1I) en déterminant les coefficients de dissemblance de Jaccard pour chaque paire de
cultivar. La détermination de chaque coefficient était basée sur le nombre de loci différentsentre
chaque paire de cultivars. Fondamentalement, la valeur des coefficients de Jaccard entre deux
cultivars est une indication de leur similitude génétique ou dissemblance génétique. Une paire
de cultivars avec une valeur plus élevée est plus différent qu'une paire avec une valeur inférieure
Konan et al., (2020). Les coefficients de dissemblance de Jaccard obtenus, variaientde 0,159 a
0,740 avec une moyenne de 0,355. La plus faible dissemblance génétique (0,159), autrement
dit la plus forte ressemblance génétique a été notée entre les cultivars ivoiriens CI#5 et maliens
ML#2. La plus grande dissemblance génétique a été observée entre les cultivars malien ML#1
et burkinabé BF#2 (coefficient de dissemblance de 0,740). Par ailleurs, le cultivar BF#2 s’est
montré notablement dissemblable aux autres cultivars avec des coefficients de dissemblance
largement au-dessus de la moyenne. Ses coefficients de dissemblance variaient de 0,590 a 0,740,
avec une moyenne de 0,626 pratiquement le double de la moyenne observée pour I’ensemble

des cultivars qui était de 0,355.

Un arbre non enraciné a été construit par 1’analyse des données sur la base des coefficients de
dissimilarité de Jaccard et de la méthode du neighbor-joining (Figure 24). Cet arbre a divisé les

douze cultivars de mil étudiés en trois groupes (I, I, 111). Le groupe I comprenait les



cultivars BF#2 et ML#3 ; le groupe Il les cultivars Cl#3, ML#5, CI#5, ML#2 et CI#4 ; et enfin les
cultivars ML#4, CI#2, ML#1, CI#1 et BF#1 formaient le groupe I11.

Tableau XIII: Matrice de distance génétique présentant les coefficients de dissimilarité de

Jaccard entre les douze cultivars de mil sur base des données ISSR

Ci#l Cl#2 CI#3 Cl#4 CI#5 ML#1 ML#2 ML#3 ML#4 ML#5 BF#1 BF#2
Cl#1 0
Cl#2 | 0,293 0
CI#3 | 0,286 0,266 0
Cl#4 | 0,333 0,351 0,230 0
Cli#5 | 0,347 0,275 0,207 0,238 0
ML#1| 0,453 0,386 0,433 0,471 0,412 0
ML#2| 0,284 0,319 0,236 0,247 0,159 0,419 0
ML#3| 0,361 0,396 0,319 0,314 0,310 0,517 0,299 0
ML#4| 0,247 0,187 0,217 0,267 0,244 0,35 0,272 0,351 0
ML#5| 0,258 0,217 0,169 0,239 0,174 0,404 0,244 0,326 0,187 0
BF#1 | 0,247 0,319 0,275 0326 0,322 0,361 0,292 0,337 0,290 0,244 0
BF#2 | 0,606 0,590 0,598 0,630 0,636 0,740 0,639 0,639 0,605 0,590 0,617 0
II
il
ML#3
I IT
ML#
3FED

Figure 24: Arbre non enraciné construit sur la base des coefficients de dissimilarité de Jaccard
et de la méthode du neighbor-joining et montrant les relations au sein des cultivars de mils

étudiés




3.2 Discussion

Dans cette étude, douze cultivars de mil en provenance de la Céte d’Ivoire, du Mali et du
Burkina Faso ont fait I’objet d’une évaluation de la diversité génétique a I'aide de descripteurs
phénotypiques de la graine et de marqueurs moléculaires ISSR. L'évaluation de la diversité
génétique au sein d’une ressource génétique présente un intérét pour la conservation et la
sélection variétale. En conséquence, la mise en évidence de cette variabilité est essentielle dans
la description des ressources génétiques. Cela peut étre realisée tant par des approches
phenotypiques, que par des techniques moléculaires. Dans la présente étude, les deux approches
ont ét¢ explorées. Concernant la premicre, 1’analyse de variance des six caracteres
phénotypiques utilisés pour caractériser les cultivars de mil a révélé I"existence d"une variabilité
inter et intra populations qui peut étre utilisée pour discriminer les cultivars. En général, les
¢tudes morphologiques chez les cultivars d’Afrique de 1’ouest ont trés souvent révélé une
grande variabilité phénotypique (Sattler et al, 2017). Selon Pucher et al., (2015) ; la diversité
des cultivars en Afrique de I'Ouest, méme au sein d'un groupe limité, serait liée au fait que cette
partie de I'Afrique est I'un des centres d'origine et de diversification de cette culture. Parmi les
caractéres quantitatifs des graines, le poids des grains a constitué une variable assez
discriminante entre les cultivars car probablement beaucoup moins influencé par les critéres de
sélection du paysan comme 1’a rapporté Zangre et al., (2009). Par contre, auniveau des
caracteres qualitatifs, la fréquence dominante de la couleur grise et de la forme
obovale/globulaire pourrait étre attribuée a la préférence des consommateurs pour ces
caractéeres, conduisant a leur sélection par I'agriculteur au cours des cultures année apres année.
Ce méme résultat a été obtenu par Abdulhakeem (2019) sur la diversité morphologiquedes
cultivars au nord du Nigéria.

L’ACP et la classification ascendante hiérarchique (CAH) basée sur les caractéeres
phénotypiques des graines ont regroupé les cultivars étudiés en quatre groupes. Globalement,
ce regroupement montre des groupes contenant des cultivars provenant de pays différents ; ce
qui indique qu'il n'y a aucune association entre la variabilité phénotypique observée et la
répartition géographique des cultivars. Selon Abdulhakeem (2019) cela pourrait étre attribués
aux mouvements transfrontaliers des semences de mil courants depuis des lustres entre les
agriculteurs africains. Une grande différenciation a été mise en évidence entre le cultivar
Burkinabé BF#2 et tous les autres cultivars. Cette grande différence explicitement manifestée
tant a travers les distances génétiques qu’a travers la formation d’un groupe clairement isolés

par I’ACP et le CAH et comprenant uniquement BF#2, suggére la présence chez ce cultivar



d’un nombre important de génes différents de ceux des autres cultivars étudiés. BF#2 apparait

donc comme un cultivar intéressant pour 1’amélioration génetique du mil.

Au niveau de 1’analyse moléculaire, toutes les amorces ISSR utilisées ont donné avec succes
des amplifications chez tous les cultivars de mils étudiés. Ce succes traduit la réussite des
extractions d’ADN et montre que la quantité¢ et la qualité obtenue de chaque extrait étaient
suffisantes pour permettre des amplifications. Ce résultat traduit aussi 1’efficacité du protocole
utilisé pour la PCR et la révélation des amplicons. Les dix amorces utilisées ont révélé un
nombre élevé de loci (139 loci). Cela confirme la capacité des marqueurs ISSR utilisés a
amplifier de nombreux fragments d’ADN par individu (Ye et al., 2008). Sur les 139 loci révélés,
122 se sont montrés polymorphes soit un taux de polymorphisme de 87,77 %. Ce hauttaux de
polymorphisme montre que les amorces utilisées sont tres informatives en termes de mise en
évidence du polymorphisme chez le mil. Ce résultat indique que les marqueurs ISSR sont
potentiellement efficaces pour la caractérisation de différents génotypes de mil. Selon
Mahmoud & El-Mansy (2012), I'efficacité de ce marqueur dominant de type microsatellite est
due a sa capacité a révéler les variations des nombreuses régions inter-microsatellites dispersées
dans les génomes. En fait, cette classe de marqueurs moléculaires est basée sur des repétitions
inter-tandem de courtes séquences d'ADN (Shrivastava et al, 2018). Ces régions setrouvent
entre les nombreuses répétitions microsatellites des génomes et offrent un grand potentiel pour
déterminer les différences intra et inter-génomiques (Shrivastava et al. 2018 ; Husnudin et al.
2019).

Les cultivars burkinabés ont exhibé le plus grand nombre de loci polymorphes (74 loci
polymorphes contre 65 et 59 pour les cultivars maliens et ivoiriens respectivement). De méme,
les valeurs des paramétres de diversité génétique, notamment la diversité génétique de Nei (He)
et I’indice de diversité de Shannon (I) des cultivars burkinabés (He=0,2205 et 1=0,3219), étaient
plus élevées que celles des cultivars maliens (He= 0,1853 et 1=0,2692) et ivoiriens (He=0,1671
et 1=0,2428). Ces résultats indiquent une plus grande diversité génétique des cultivars
burkinabés ; viennent ensuite les cultivars maliens, tandis que les cultivars ivoiriens présentaient
la plus faible diversité génétique. La valeur du parameétre de diversité génétique de Nei de
I’ensemble des cultivars étudié, toute population confondue, était de He=0,2431. Cette valeur
est assez faible comparée a la moyenne de H=0,53 obtenu par Onsarigo, (2018) sur des cultivars
primitifs d’Afrique de I’ouest. Le résultat de la présente étude suggeére donc la présence d’une
faible diversité génétique au sein de I’ensemble des cultivars étudiés, malgré le taux de

polymorphisme élevée des amorces. Des résultats



comparables ont également été obtenus par Bougma et al, (2021) qui rapporte un faible niveau
de diversité génétique du cultivar cultivé aujourd’hui en Afrique sub-sahérienne. Seloncet
auteur, I'érosion génétique des espéces cultivées de mil dans plusieurs pays d'Afrique sub-
saharienne s'accentue. Pour lui, I'érosion génétique due aux actions anthropiques a réduit la
diversité génétique du mil cultivé. Mariac et al. (2006) de leur c6te, en comparant la quantité
d'alléles entre les accessions sauvages et cultivées de mil ont obtenu une richesse allélique plus
faible chez le mil cultivé par rapport au type sauvage. Le faible niveau de diversité génétique
du mil cultivé aujourd'hui, en Afrique sub- sahérienne pourrait étre attribué aux changements
climatiques et aux contraintes biotiques conduisant a des pressions de sélection qui au fil du
temps diminue la diversité génétique. En effet, faces aux contraintes, les agriculteurs ruraux ont
tendance a sélectionner les cultivars pour des criteres de performance agronomique et de
résistance au détriment de la conservation des ressources génétiques (Bougma et al. 2021).
Ainsi, Dagba et al. (2018) rapporte I'abandon de certains cultivars locaux de mil par les
producteurs béninois, face aux diverses contraintes signalées. Au regard du faible niveau de
diversité génétique observé, notamment des cultivars ivoiriens, un plan de collecte pour
constituer une collection de base des mils cultivés et primitifs serait une option pour la

conservation et pour soutenir les programmes de sélection de cette espece.

Les parameétres de différenciation génétique entre les populations de cultivars étudiées (cultivars
ivoiriens, cultivars maliens et cultivars burkinabés) ont donné des valeurs assez faibles. Ainsi
I’AMOVA arévélé que seulement 8 % de la variation totale résidait entre les populations. Quant
au coefficient de différenciation génique (GST), sa valeur de 0,2935 signifie que seulement
29,35% de la variabilité totale pouvait étre attribués a la différentiation entre les populations de
cultivars étudiées. Ces résultats indiquent I’existence d’une forte similitude entre les différentes
populations de cultivars étudiés. Cela se confirme par les tres faibles distances génétiques non
biaisé de Nei trouvées entre les trois groupes de cultivars (entre les cultivars ivoiriens et maliens,
cultivars ivoiriens et burkinabés et entre cultivars burkinabés et maliens). Parallelement, les
valeurs de similitude de Néi sont fortes (entre cultivars burkinabés et maliens, entre cultivars
ivoiriens et burkinabés et entre cultivars ivoirienset maliens). Cette faible distance génétique et
étroite similitude génétique entre les cultivars ivoiriens, burkinabé et maliens signifie que ces
groupes de cultivars partagent étroitement le méme patrimoine génétique. Cela pourrait résulter
d'un mouvement soutenu de semences entre ces pays. En effet, la proximité des populations du
nord de la Cote d’Ivoire (zone de production du mil) tant géographiquement que culturellement

avec le Mali et le Burkina Faso



permet une fréquence élevée d'échange de semences entre agriculteurs ; ce qui expliquerait la
presque homogenéité génétique observee dans cette étude. Des résultats similaires ont été
rapportés par Bougma et al.(2021) sur la forte similitude de populations de mils provenant de
régions geographiquement différents mais ayant des échanges réguliers et permanents de

semences entre agriculteurs.

L’analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur les données ISSR n’a montré aucun
regroupement des cultivars selon leur origine. Globalement, des cultivars de différentes origines
étaient associés ensemble. La PCoA révele donc que la structuration de la diversité génétique
des cultivars de mils étudiés est indépendante de leur origine géographique, exactement comme
dans le cas des caractéres phénotypiques de la graine. L’ Arbre nonenraciné construit sur la base
des coefficients de dissimilarité de Jaccard et de la méthode d’agrégation de neighbor-joining
confirme ce schéma de regroupement. Chacun des trois groupes fournis par cet arbre contient
des cultivars de différentes origines. Ce manque de correspondance entre la classification
moléculaire et I'origine géographique montre qu'il existe une grande similitude génétique entre
les groupes de mils étudiés. Comme mentionné précédemment dans le cas de I’analyse
phénotypique, cela pourrait étre lié a I'echange de semences entre agriculteurs des différentes
régions qui a fortement contribué au mélange des accessions. Des résultats similaires d’analyses
moléculaires ont été trouves par d'autres auteurs comme Mariac et al. (2006), Bashir et al.
(2014), Adeoti et al, (2017) montrant que I'origine géographique ne reflete pas nécessairement
la diversité génétique des accessions de culture faisant 1’objet de fréquents échanges entre
agriculteurs.

Les résultats de la PCoA et de 1’arbre non enraciné ont isolé clairement le génotype BF#2,
pareillement comme dans I1’analyse phénotypique, indiquant indubitablement une forte
difference génétique entre ce cultivar de mil et les autres cultivars. Le grand nombre de loci
uniques enregistré chez les cultivars burkinabé (29 loci uniques contre 4 pour les cultivars
ivoiriens et 2 pour les maliens) est dd a ce cultivar BF#2. Ce résultat suggere la possibilité pour
ce materiel d'héberger un grand nombre de genes unique lui conférant un patrimoine genétique
singulier intéressant pour la sélection. En effet, selon Mohammed, (2018) les individus avec
des profils d'/ADN les plus distincts sont susceptibles de contenir le plus grand nombre de genes
unique potentiellement utiles agronomiquement et en amélioration variétale. Néanmoins, cette
trop grande singularité de BF#2 dans ce contexte d’homogénéité manifesté par les mils étudié
suggére qu’une attention particuliére soit accordé a ce cultivar lors de la caractérisation

agromorphologique des mils étudiés en cours actuellement a UJLoG.



Conclusion



Conclusion

Cette étude a clairement montré qu'il était possible de produire de trés bonnes amplifications
chez des accessions de P. glaucum avec des amorces ISSR et d’utiliser les empreintes
génetiques genérées pour étudier la diversité et les relations géenétiques entre différents mils.
Les résultats des analyses ISSR ont révélé I'existence d'une diversité génétique relativement
modérée au sein des cultivars de mils étudiés et un faible degré de différenciation génétique
entre les différentes provenances. Les analyses multivariées ont mis en exergue une
structuration de la diversité génétique indépendante de 1’origine géographique des cultivars
laissant supposer un taux d’échanges régulier de semences transfrontalier. Les regroupements
morphologiques et moléculaires ont néanmoins isolé un cultivar burkinabé (BF#2) qui est trés
génétiquement éloignés des autres cultivars et qui pourrait posséder des génes uniques
intéressant pour 1’amélioration variétale. Hormis quelques variations mineures dans les
regroupements, I’analyse phénotypique et moléculaire ont donné des informations globalement
assez comparables. Parmi les dix amorces ISSR (ISSR 1, ISSR DAT, ISSR N6, ISSR 887, ISSR
17899B et ISSR 807) utilisées six amorces sont polymorphes.

Au terme de cette étude, les résultats appellent la recommandation que des efforts urgents soient
entrepris pour élargir le pool génétique du mil cultivée. Pour ce faire les perspectives suivantes

pourraient étre envisageées :

1. Une étude similaire doit étre menée avec un plus grand nombre d’accessions pour consolider

les résultats obtenus.

2. Un plan de collecte de mils cultivés et primitifs doit étre élaboré pour constituer une banque
de mateériel génétique diversifié utile pour la conservation et pour soutenir les programmes

d’amélioration variétale.

3. La collection réalisée doit étre caractérisée par des descripteurs agromorphologiques et des
marqueurs moléculaires afin d’identifier les génotypes les plus divergents et utilisables dans
des programmes d'hybridation visant a fournir aux producteurs des variétés de mils plus
diversifiées et capable de faire face aux contraintes biotiques et abiotiques.

4. 1l est également impératif d'intégrer les agriculteurs dans les programmes de conservation et
d'amelioration de la culture parce qu'ils jouent un grand role dans le maintien du patrimoine
génetique du mil. Une telle stratégie permettra la sélection vegétale participative dans un cadre
ou les agriculteurs et les sélectionneurs travailleront ensemble pour développer des variétés

d’intérét accepter de tous.
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Résumé

Le mil est une céréale importante, qui pourrait jouer un réle essentiel dans les programmes de
lutte contre 1’insécurité alimentaire et la pauvreté. Cependant, en Céte d’Ivoire, il fait encore
partie des céréales secondaires qui souffrent d'une série de problemes de production (sensibilité
aux maladies, faible rendement, long cycle de production) par manque d’attention scientifique
soutenue. Pour améliorer cette plante, il est important d’explorer sa diversité génétique. C’est
dans cette optique que douze cultivars de mil ivoiriens, maliens et burkinabésont fait I’objet
d’une analyse moléculaire (ISSR) et d’une caractérisation phénotypique des graines. Les dix
amorces ISSR utilisées ont révelé 139 loci dont 122 se sont montrés polymorphes soit un taux
de polymorphisme de 87,77 %. Cependant, les parameétres de diversité génétique ont montré
I'existence d'une diversité genétique relativement modérée et un faible degré de différenciation
génétique entre les différentes provenances, faisant craindre la présence d’une érosion
géneétique. Les analyses multivariées ont mis en évidence une structuration de la diversité
génétique indépendante de I’origine géographique des cultivars, laissant supposer un taux
d’échanges transfrontaliers régulier de semences. Les regroupements phénotypiques et
moléculaires ont néanmoins isolé un cultivar burkinabé(BF#2) qui est tres génétiquement
éloignés des autres et qui pourrait posséder des génes uniques intéressant pour 1’amélioration
varietale.

Mots clés : mil, diversité génétique, phénotypiques, moléculaires
Abstract

Millet is an important cereal, which could play a key role in programs to combat food insecurity
and poverty. However, in Cote d'lvoire, it is still one of the coarse grains that suffers from a
series of production problems (susceptibility to diseases, low yield, long production cycle) due
to a lack of sustained scientific attention. To improve this plant, it is important to explore its
genetic diversity. It is with this in mind that twelve cultivars of Ivorian, Malian and Burkinabe
millet were subjected to molecular analysis (ISSR) and phenotypic characterization of the seeds.
The ten ISSR primers used revealed 139 loci of which 122 were found to be polymorphic,
giving a polymorphism rate of 87.77%. However, the genetic diversity parameters showed the
existence of a relatively moderate genetic diversity and a low degree of genetic differentiation
between the different provenances, raising fears of the presence of genetic erosion. The
multivariate analyzes highlighted a structuring of the genetic diversity independent of the
geographical origin of the cultivars, suggesting a rate of regular cross-border exchange of seeds.
The phenotypic and molecular groupings nevertheless isolated a Burkinabe cultivar (BF#2)
which is very genetically distant from the others and which could possess unique genes of
interest for varietal improvement.

Keywords: millet, genetic diversity, phenotypic, molecular
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