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RESUME

Le niébé (Vigna unguiculata (L.) Walp.) est une légumineuse a graine trés importante et constitue la
principale source de protéines végétales pour I’alimentation des populations d’Afrique Subsaharienne. Sa
production au Burkina Faso est entravée par la maladie des taches brunes provoquée par un champignon,
Colletotrichum capsici (Syd.) Butler et Bisby. C’est dans la perspective d’accroitre la productivité du niébé que
nous avons entrepris de renforcer la lutte variétale contre cet agent pathogéne. L’identification de marqueurs
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) et QTL liés a la résistance a la maladie des taches brunes a été entrepris
a partir d’une population biparentale F2 issus du croisement entre la variété sensible Tiligré et celle résistante
KN-1. L’analyse QTL de la résistance du niébé a C. capsici a partir de la méthode ICIM add. a permis de
confirmer et de valider respectivement un QTL majeur dénommé gBBDR2.1 et 9 marqueurs SNPs convertis,
lesquels ont été cartographiés sur le chromosome Vu02 du niébé. Ce QTL dominant a présenté des effets additifs
élevés liés aux alleles favorables de KN-1 et des valeurs de PVE de I’ordre de 51,50% et 55,33%, respectivement
aux 218me et 288me JA|,
© 2021 International Formulae Group. All rights reserved.
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Confirmation of QTL mapping and validation of SNPs markers associated to
cowpea resistance to Colletotrichum capsici, causal agent of brown
blotch disease

ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is one of the most important grain legume crops and constitutes
the main source of plant protein for people food in sub-Saharan Africa. Cowpea production in Burkina Faso is
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constrained by brown blotch disease caused by a fungal, Colletotrichum capsici (Syd.) Butler and Bisby. In order
to increase cowpea productivity we initiated a project to enhance host plant resistance to control the pathogen.
The identification of SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markers and QTL associated with brown blotch
disease resistance was undertaken from a bi-parental F2 population resulting from a cross between the sensitive
variety Tiligre and the resistant KN-1 to the disease. QTL analysis of cowpea resistance to C. capsici using the
ICIM add method. Allowed to confirm and validate respectively a major QTL named gBBDR2.1 and 9 converted
SNP markers, which were mapped on cowpea chromosome Vu02. This dominant QTL showed higher additive
effects associated to alleles from KN-1 and PVE values of 51.50% and 55.33% respectively at 21 and 28 days

after inoculation.
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INTRODUCTION

Le niébé (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) est l'une des plus importantes
légumineuses a graines pour I’alimentation des
populations des pays de I’Afrique
subsaharienne (Singh et al., 2002; Smykal et
al., 2015). Il est généralement cultivé dans les
zones arides des régions tropicales et
subtropicales (Halime et al., 2014). Le niébé
constitue une source considérable de protéines
végétales pour I’alimentation de nombreuses
populations (Singh et al., 2002). La production
mondiale du niébé en 2016 s’élevait a 6991174
de tonnes de grains secs produites sur une
superficie de plus de 12316878 d’hectares
(FAOSTAT, 2016). L’Afrique subsaharienne
est la principale zone de production du niébé
avec 94% de la production mondiale
(Nedumaran et al., 2015).

Le Burkina Faso, pays sahélien, est le
troisieme pays producteur mondial de niébé
aprés le Nigeria (3027596 tonnes/an) et le
Niger (1987100 tonnes/ an). La production
globale en grains du niébé au Burkina Faso en
2016 représente 603635 tonnes (FAOSTAT,
2017). La contribution annuelle du niébé au
PIB burkinabé est estimée entre 19 et 22
milliards de Francs CFA en moyenne (INERA,
2003). En 2010, le revenu monétaire tiré du
niébé représentait prés de 2,1% du PIB global
du pays (Dabat et al., 2012). Le niébé constitue
ainsi une source treés importante de revenus
monétaires pour les producteurs et les
transformateurs (Ouédraogo, 2003). 1l occupe
de ce fait une place trés importante dans la
résilience des ménages pauvres et constitue un
véritable secours alimentaire, notamment
pendant les périodes de soudure.
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En dépit de son role trés important dans
la sécurité alimentaire, des baisses de
rendements sont constatées chaque année dans
les différents systémes de production du niébé.
Au Burkina Faso et dans bien d’autres pays en
Afrique, la production du niébé est confrontée
a des contraintes multiples et d’origines
diverses. Parmi ces contraintes, figure la
maladie des taches brunes causée par
Colletotrichum capsici qui constitue 1’un des
facteurs limitant la production du niébé
(Begum et al., 2008). Cette maladie fongique
occasionne chaque année des pertes
importantes de rendement pouvant atteindre
100% chez les variétés sensibles de niébé
(Sérémé et al., 2001; Adegbite et Amusa,
2008). Malgré la multitude de méthodes de
lutte utilisées, la maladie des taches brunes
continue de causer des dégats énormes en
compromettant sérieusement les politiques de
développement en termes de sécurité
alimentaire. Cependant, 1’utilisation de variétés
résistantes de niébé a la maladie des taches
brunes combinée avec des pratiques agricoles
appropriées, est une stratégie trés efficace et
durable pour contréler la maladie (Enyiukwu et
al., 2014; Obi et Barriuso-vargas, 2014).

Les progrés technologiques dans le
domaine de la biologie moléculaire ont permis
le développement de marqueurs moléculaires a
haut débit. Ces marqueurs sont généralement
associés aux genes contrblant la résistance a
des maladies, a la sécheresse, aux plantes
parasites ou autres ravageurs comme les
insectes nuisibles. Ils sont le plus souvent
utilisés pour des études de diversité génétique,
de caracteres, la cartographie des génes
d’intéréts, la recherche de QTL en vue de la
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sélection assistée par marqueurs, etc. Chez le
niébé, plusieurs marqueurs moléculaires dont
les RFLP, les AFLP, les SCAR, les SSR et,
récemment, les SNPs ont été développés. Les
investigations de Muchero et al. (2011) ont
permis d’identifier a partir de marqueurs SNPs
polymorphes un QTL majeur lié a la résistance
a Macrophomina Phaseolina. De méme, les
travaux de Pottorff (2012) ont permis la
construction d’une carte de liaison génétique
de la résistance du niébé aux races 3 et 4 de
Fusarium oxysporium et de Macrophomina
Phaseolina, a partir de marqueurs SNPs
polymorphes. Récemment, Adetumbi et al.
(2016), en travaillant sur la maladie des taches
brunes au Nigeria, ont identifié et cartographié
des marqueurs SNPs polymorphes chez les
variétés IT-95K-193-12 et Ife-Brown. Collard
et al. (2006) ont, quant a eux, confirmé et
validé respectivement des QTLs et marqueurs
SSRs liés a la résistance a Fusarium
pseudograminearum, responsable de la
maladie de la pourriture de la couronne du blé.
Ohlson et al. (2018) ont aussi cartographié 4
QTLs dont le gBBDR1 est associé a la
résistance a C. capsici chez le niébe.

La présente étude a pour objectif de
confirmer un QTL lié a la résistance du niébé a
C. capsici en vue de la sélection assistée par
marqueurs. Ce QTL a été détecté sur le
chromosome 2 du niébé a partir de I’analyse
d’association entre des marqueurs SNPs
polymorphes et le caractére de résistance au
sein d’une population biparentale (Thio, 2018).
Les objectifs spécifiques ont été, entre autres,
de préciser la position du QTL de résistance,
d’estimer ses effets, de tester sa stabilité et
d’identifier les régions génomiques impliquées
dans la résistance a C. capsici.

MATERIEL ET METHODES
Phénotypage de la population F2 de
confirmation

La population F, utilisée pour la
confirmation du QTL de résistance a été
évaluée en condition contrdlée a I’Université
de Virginie aux Etats-Unis d’Amérique de
décembre 2016 a janvier 2017. Deux cents
individus F, et leurs deux parents Tiligré (10
individus) et KN-1 (10 individus), ainsi que des
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F1 (4 individus), ont été utilisés pour cette
étude. Les semences issues des individus F, F1
et de leurs parents ont été traitées
artificiellement a 1’hypochlorite de sodium
10% pendant 5 mn selon les recommandations
de Timko Lab. Les semis ont été réalisés dans
des pots (dimension 17 x 11 cm) contenant de
la terre stérilisée a raison d’une graine par pot.
Les plantules agées de 21 jours ont été
inoculées par I’isolat C. cap-SA (variant 1 de
C. capsici) par la technique d’aspersion sur
plantules. Les observations ont été faites aux
7éme 148me 1éme ot 28EMe JA| en utilisant une
échelle de notation de cing classes (1 a 5) avec
les notes 1 = aucun symptdme, 2 = présence de
petites taches brunes sur la tige, 3 = taches
coalescentes sur la tige, 4 = taches coalescentes
avec présence d’acervules sur la tige, mais
plantes non mortes, et 5 = tiges flétries, plantes
mortes. Pour la désignation des individus en
classe de sensibilité, 1’incidence et la sévérité
de la maladie ont été utilisées comme critére de
classification. Pour I’incidence de la maladie,
les individus ayant la note 1 ont été considéres
comme résistants et ceux ayant les notes 2, 3, 4
et 5 comme sensibles. Pour I’indice de sévérité,
les notes 1 et 2 ont été affectées aux individus
résistants tandis que les individus ayant les
notes 3, 4 et 5 sont ceux sensibles. L’aire en
dessous de la courbe de progression de la
maladie (ADCPM) ou Area Under the Disease
Progress Curve (AUDPC) de la maladie a été
déterminée a partir des notes de sévérité de la
maladie selon le modéle de Shaner et Finney
(1977).

AUDPC (ADCPM) = 5[ (Viry + ¥)/2] * (tis — 1))

OU n= nombre total d’observations, Yi
et Yi« représentent des mesures de I’indice
moyen de la sévérité de la maladie
respectivement aux temps ti et ti;; avec (ti+1- ti)
représentant I’intervalle de temps qui sépare
deux observations successives.

Les scores (ou notes) de la maladie,
I’incidence, I’indice de sévérité (ou sévérité) et
I’AUDPC ont été utilisés comme parameétres de
résistance pour la détection de QTL.
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Extraction des ADN génomiques

Deux a trois jeunes feuilles agées de 3 a
5 jours de chaque individu ont été prélevées et
séchées sous étuve pendant 48 heures a 37°C.
L’ADN génomique de chaque individu a été
obtenu a partir de 25 mg de matiére séche par
la méthode CTAB (Doyle and Doyle, 1987).
Les concentrations de I’ADN ont été ajustées a
25 pg/ml a I’aide de tampon TE, et ’ADN a été
placé dans des plaques de 96 puits, puis stockés
a4-°C.
Réaction PCR et des
produits

La réaction PCR a été réalisée selon le
modele  Allele-Specific PCR (AS-PCR)
(Tableau 1) décrit par Gaudet et al. (2009) dont
la particularit¢é est I’emploi d’un triplé
d’amorces composé de deux amorces
spécifiques correspondant & chacun des alleles
polymorphes des deux parents. La troisieme
amorce, commune, est I’amorce flanquant la
région génomique a amplifier.

La réaction PCR a été réalisée dans un
volume final de 20 pl constitu¢ d’un mélange
de 1,5 pl d’ADN, 1x tampon PCR (10nM Tris
HCL, 50 mM KClI, 1,5 mM MgCI2), 0,2 mM
de dNTP, 1 pl de chaque amorce a 10 mM, 1
pl de Taq Polymérase, du MgCI2 et d’eau
distillée. Les cycles de températures pour la
réaction PCR ont été réalisés dans un thermo-
cycleur de type T100 Thermal Cycler.

Le programme PCR utilisé comprend
une étape de dénaturation initiale a 94°C,
pendant 3 mn, suivi de 35 cycles successifs de
dénaturation a 94 °C, pendant 30s,
d’hybridation a 55°C ou 58 °C, respectivement
pour les marqueurs A2_00591, A2 01793,
A2 14997, A2 04189, A2 32056 et
A2_21071, et A2_02471, A2 13136 et
A2 03535, pendant 30s, et d’élongation a 72
°C, pendant 1mn 30s. L’¢longation finale a été
effectuée a 72 °C, pendant 5mn.

Huit & 10 pl de chaque produit PCR ont
été utilisés pour la migration électrophorétique.
Ainsi, les marqueurs A2_02471, A2_ 03535,
A2_32056, A2_01793 et A2_13136 ont été
isolés sur un gel d’agarose 8% (contenant 2,5
ul/l de bromure d’éthidium) dans du TAE a 240
V, pendant 2 h 30 mn. Les marqueurs

électrophorése
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A2_00591, A2_14997, A2_04189 et A2_2107
ont été détectés sur un gel de polyacrylamide
6% (PAGE). Les bandes obtenues ont été
visualisées sous une transillumination UV.

Analyse QTL

Neuf marqueurs SNPs candidats ont été
testés sur 200 individus F, et I’analyse
d’association marqueur-phénotype a été
réalisée grace au modele ICIM add. du logiciel
QTLIciMapping version 4.1. L’ensemble des
200 génotypes F; a fait I’objet d’un filtre en vue
d’exclure de D’analyse les individus chez
lesquels la fréequence de recombinaison
génétique entre deux marqueurs adjacents
dépasse la normale. Cela permet d’améliorer la
qualité du QTL détecté et d’éliminer les cas de
distorsions de ségrégation. Collard et al. (2005)
ont défini des valeurs du pourcentage de
variance  phénotypique expliqué (PVE)
supérieures a 10% pour déclarer un QTL
majeur. Compte tenu des conditions
environnementales instables qui peuvent
amplifier les effets de QTLs détectés, le seuil
proposé par Bratteler (2006), des valeurs du
PVE supérieures a 25%, a été retenu dans la
présente étude pour déclarer un QTL majeur.

Cartographie de QTL et marqueurs SNPs
associés

Dans le but de situer le QTL de
résistance et les marqueurs SNPs sur le
chromosome 2, une cartographie de population
biparentale a été réalisée, en employant le
rapport de maximum de vraisemblable (LOD)
et en utilisant la fonction de cartographie de
Konsambi. La valeur du LOD (LOD score
seuil) pour laquelle la présence d’un QTL est
détectée a été déterminée a 1000 permutations
(Churchill et Doerge, 1994) pour les quatre
parametres de la résistance. En cas de présence
d’un QTL (test de significance, P < 0,05), la
valeur du LOD score max est supérieure a celle
du LOD score seuil. Le programme MAP
(Linkage map construction in biparental
population) du logiciel QTLIciMapping a été
utilisé pour la construction de la carte
génétique. Le programme Mapchart a
également été utilisé pour générer des cartes
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génétiques a partir des données issues du
programme MAP (Voorrips, 2002).

Région génomique et analyse fonctionnelle
des génes de résistance

Les potentiels génes de résistance
impliqués dans la résistance a la maladie des

taches brunes du niébé ont été identifiés a partir
de l’annotation du programme Phytozome
(WGS, Vunguiculata_469 v1.1.annotation).
Le logiciel WEGO version 2.0 a été utilisé pour
regrouper les différents génes de résistance
selon leurs fonctions biologiques dans
I’organisme.

Tableau 1: Information sur les amorces des alléles spécifiques des 9 marqueurs SNPs convertis.

Nom du Position Type Taille du Source
marqueur (cM) d'amorce fragment SNP des alléles Séquences des amorces (5’ a 3”)
Alléle
A2_03535R 41,15 flanquant AAGAACATCCAGGGTCAGTG
Allele-
A2_03535F1 specifiqgue 205 KN-1 ATCAAGAAAGAAGGGTCAAGCTCCTG
Alléle- ATTACTACTAGACGGGAAAGAAGGGT
A2_03535F2 spécifique 215 Tiligré CAAGCTCGTA
0 Alléle
A2_04189R flanquant TGAAAGTAGCAATGCCTACCC
Allele- ACCATACATTACATAATTGCACATGCT
A2_04189F1 spécifique 229 KN-1 ATGAAATGAG
Alléle-
A2_04189F2 spécifique 219 Tiligré ATCAAATTGCACATGCTATGAAATCAT
3590 Allele
A2_13136R > flanquant ATGCAGTCAAGCGGATTTTC
Alléle- GAAGAAAGGTGGGAGAGCTGTGGACA
A2_13136F1 spécifique 213 KN-1 CAGTGAGAGTT
Alléle- CGAGCAGCTGTGGACACAGTGAGACT
A2_13136F2 specifigue 203 Tiligré C
22 84 Allele
A2 _21071R ' flanquant CCCAATGTTCAGTTTCTAACCTTT
Alléle- ATCAATCGTGTGATAGAAAAGAAGTT
A2 21071F1 spécifique 180 Tiligré G
Allele- ATTACTACTAGACGGTCGTGTGATAGA
A2_21071F2 specifigue 190 KN-1 AAAGAAGATA
1197 Alléle
A2_32056F ' flanquant AATGTGGGGTAATGCAAGGA
Allele- GAAGAAAGGTGGGAGAGCAAAAATC
A2 _32056R1 spécifigue 195 Tiligré ACATAAGCAGTC
Allele- ATCAAAGCAAAAATCACATAAGCACT
A2_32056R2 spécifique 185 KN-1 T
27 40 Alléle
A2_00591F ' flanquant TGTTGGGTTGAGAAGGTGCT
Allele- TATATATAATAGGTCACAACCACAAC
A2 00591R1 spécifiqgue 226 KN-1 ATCC
Alléle-
A2_00591R2 spécifique 216 Tiligré AGGTCACAACCACAACAACA
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2142 Alléle
A2_01793R ' flanquant CTCACAAACAGCTCCACCAA
Allele- TATATAAATAATTGTTTGGGTGTGGAA
A2 _01793F1 spécifique 240 G KN-1 AGG
Alléle-
A2_01793F2 spécifique 230 A Tiligré ATTGTTTGGGTGTGGAATGA
Allele
A2_02471F 34,40 flanquant TTGGCAGGTTCATTGGATTT
Alléle-
A2 02471R1 spécifique 315 G Tiligré AGTACATGCGTGACAACCGC
Allele- ATATAACTTAAGTACATGCGTGACAA
A2_02471R2 spécifique 295 A KN-1 CGGT
18.05 Allele
A2_14997BF ' flanquant GAAACTAGGGCTGAGCATCG
A2_14997BR Allele-
1 spécifique 166 G Tiligré TTTAACTGTTCTCCCACGCC
A2_14997BR Alléle- ATATAGACTATTTAACTGTTCTCCCAC
2 spécifique 176 A KN-1 CCT
RESULTATS variation phénotypique expliqué (PVE). Les

Analyse phénotypique de la résistance a la
maladie des taches brunes au sein de la
population des 200 individus F2

Les résultats obtenus indiquent que la
variété sensible Tiligré a présenté les valeurs de
I’indice de sévérité les plus élevées, notamment
au 28°me JAL, soit 77,5 %. Chez la variété KN-
1, cette valeur a été de 1’ordre de 2,5 % sur
toute la période de l’observation. Chez les
quatre individus F1 testés, aucun symptdme de
la maladie n’a été observé. Au niveau des 200
individus F,, on a noté une distribution
continue (cas d’hérédité polygénique) de la
maladie illustrée par la Figure 1. Les résultats
des rapports de ségrégation phénotypique de la
population F, étudiée sont présentés dans le
Tableau 2. Ces résultats confirment que la
résistance a la maladie des taches brunes est
sous le contréle de QTLs dont I’effet additif
favorable serait dii a I’alléle du parent résistant.

Confirmation d’un QTL de résistance

Les résultats de I’analyse QTL chez 138
individus F, indiquent la présence d’un QTL
significatif avec des valeurs du LOD score max
supérieures a 2,1 (LOD score seuil, test de
permutation). Ce QTL a été détecté dés le 76
JAI et représente entre 12,30 (7™ JAI) et
55,49% (28°™ JAI) du pourcentage de la
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effets additifs et de dominance du QTL de
résistance, déterminés a partir des scores de la
maladie, ont varié respectivement de +0,22
(7¢™ JAI) a +1,01 (28°™ JAI), et -0,16 (7™
JAD) & -0,7 (28%™ JAI). L’intervalle de
confiance du QTL se situe entre 24,5 cM (76
JAI) et 35,5 cM (28°™JAl). Un QTL majeur
dominant lié a la résistance partielle a la
maladie des taches brunes a été détecté
notamment aux 21°m et 28°™ JAI pour les
scores de la maladie, la sévérité ainsi que
I’AUDPC (Tableaux 3 et 4). Les valeurs de
PVE et LODs scores de ce QTL sont nettement
supérieures et sont de I'ordre de 51,491%
(LOD 22,73) et 55,3314% (LOD 24,42),
respectivement aux 21™ et 28°m JA| (Tableau
4). Parmi les neuf marqueurs testés, les
marqueurs A2_21071, A2_00591 et A2_02471
(Figure 2) ont été les plus fortement liés au
QTL de résistance, avec des PVE
respectivement de 1’ordre de 38,36% (LOD
16,54), 57,66% (LOD 22,75), 48,81% (LOD
20,08) au 28°™ JAI. Les résultats indiquent
également un effet additif élevé du QTL de
résistance lié a I’allele favorable du parent KN-
1 notamment aux 21°™ et 28%™ JAI ainsi que
pour ’AUDPC. La Figure 4 donne les LOD
scores maximum, les valeurs des PVE et les
effets (additif et de dominance) du QTL détecté
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en fonction du parametre de résistance utiliseé.
Les distances cartographiques entre les
marqueurs SNPs et le QTL de résistance
couvrent une région de 254,1 cM et 246,2 cM,
respectivement avec la population initiale (200
F;) et la population finale (138 F,). Les
corrections apportées ont permis d’améliorer,
d’une part, les valeurs du PVE et du LOD score
et, d’autre part, la précision de la région
couverte, soit une réduction de 7,9 cM (Figure
3). La Figure 4 indique les positions et les
effets du QTL gBBDR2.1 détecté a partir de
chacun des quatre paramétres de résistance
chez les 138 individus F,. Les résultats
montrent également que le QTL détecté avec
les scores de la maladie, la sévérité et
I’AUDPC est situé a la méme position sur la
carte génétique soit a 33 cM et entre les
marqueurs flanquant A2_00591 et A2_02471.

Région génomique et potentiels genes de
résistance impliqués dans la résistance
partielle & la souche Ccap-SA de
Colletotrichum capsici.

Deux régions génomiques sur le
chromosome 2 renfermant des génes de
résistance susceptibles d’étre liés a la maladie
des taches brunes du niébé ont été identifiées.
La premiére région, limitée par les marqueurs
flanquant A2_21071 et A2 02471, a été
identifiée entre le 7°™ et le 28°™ JAI. Cette

Effectif F2: Tiligré x KN-1_21JAl
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région génomique est constituée de 170
complexes de génes composés de 242 loci. Les
complexes de génes “Leucine-rich repeat
protein kinase family protein” et “LRR and NB-
ARC domains-containing disease resistance
protein” sont les plus représentatives avec
respectivement 12 et 9 loci.

La seconde région, limitée par les
marqueurs flanquant A2_00591 et A2 02471,
a été identifiée entre le 21°m et 28%™ JAI.
L’analyse de cette région a révélé la présence
de 100 familles de genes composées de 133
loci, susceptibles d’étre liés a la résistance
partielle & C. capsici. Parmi ces génes de
résistance, le complexe “LRR and NB-ARC” et
le domaine “NB-ARC” sont les plus
représentatifs, avec respectivement 8 et 6 loci.

L’annotation fonctionnelle des génes
dans la région génomique limitée par les
marqueurs flanquant A2_21071 et A2_02471 a
I’aide du programme WEGO a permis de
répertorier 29 génes d’ontologie dont au moins
20 sont associés & la résistance aux maladies ou
a la résistance supposée aux maladies. Ces
génes ont été regroupés en trois catégories en
fonction de leur action sur les composants
cellulaires auxquels ils s’appliquent (CC), des
fonctions moléculaires qu’ils réalisent dans
I’organisme (MF) et des processus biologiques
(BP) dans lesquels ils interviennent (Figure 5).
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Figure 1: Distribution des scores de la maladie des taches brunes aux 21°™ et 28°™ JAI au sein de la

population F».
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de khi-carré (Kh2) pour les données du 28¢™ JAI.

Population Npt R S Kh2 (1:1) Kh2 (3:1) Kh2 (15:1)
Tiligré (S) 10 0 10 - - -

KN-1 (R) 10 10 0 - - -
F1(SxR) 4 4 0 - - -

F2_28JAl 200 129 71 16,8 11,8 292,0
F2_28JAl 138 85 53 7,42 13,23 243,53

S= Parent Sensible, R= Parent Résistant, Npt = nombre de plants testé, Kh2 = Khi carré.

Tableau 3: QTL associé a la résistance de C. capsici, marqueurs flanquants, LODs, PVE, additivité

et position chez 200 individus F».

Position LOD
QTL par. de résistance Ch. (cM) Marqueur F_G/D score®  PVE(%)® Addf  Dom.¢
gBBDR2.1  Score_7 JAI 2 28 A2 01793/ A2 21071 4,3931 10,4089 0,2203 -0,1215
gBBDR2.1  Score_14 JAI 2 30 A2 21071/ A2 00591 6,5462 14,5847 0,3951 -0,0367
gBBDR2.1  Score_21 JAI 2 34 A2 00591/ A2_02471 20,8919 36,4212* 10,9986 -0,4368
gBBDR2.1  Score_28 JAI 2 34 A2 00591/ A2_02471 22,3715 38,0953* 1,0031 -0,5346
gBBDR2.1 Incidence_28JAl 2 33 A2 00591/ A2 02471 5,0122 11,8391 0,2221 -0,0024
gBBDR2.1  Sévérité 28 JAI 2 34 A2 00591/ A2 02471 21,7799 39,9039* 0,4502 -0,038
gBBDR2.1 AUDPC 2 34 A2 00591/ A2 02471 17,2144 31,9631* 13,5448 -4,9276

par. = paramétre; Marqueur F_G/D= marqueur flanquant_gauche/droit; *= QTL majeur; Add.= Additivité; Dom.= Dominance; *= LOD
score maximum; °= le pourcentage de variance phénotypique expliqué; °= Les valeurs positives indiquent une augmentation de la
sévérité de la maladie (SEV) associée aux alléles de Tiligré et les valeurs négatives indiquent une SEV accrue associée aux alléles de
KN-1 ; %= Les valeurs positives indiquent que les alléles de Tiligré sont dominants et les valeurs négatives indiquent que les alléles de
KN-1 sont dominants.

Tableau 4: QTL associé a la résistance partielle a C. capsici, marqueurs flanquants, LODs, PVE,

additivité et position chez 138 individus F.

Position LOD

QTL Fac. de résistance Ch. (cM) Marqueur F_G/D score*  PVE (%) Add.°® Dom.®

gBBDR2.1  Sccore_7 JAI 2 27 A2 21071/ A2_00591 3,8632 12,3009 0,2198 -0,1642
gBBDR2.1 Score_14 JAI 2 28 A2 21071/ A2_00591 6,010 20,218 0,4175 -0,0726
gBBDR2.1 Score_21 JAI 2 33 A2 00591/ A2 02471 22,729 51,491* 1,0136 -0,6844
gBBDR2.1 Score_28 JAI 2 33 A2 00591/ A2_02471 24,4161 55,3314* 11,0132 -0,7069
gBBDR2.1 Incidence 28JAl 2 31 A2 00591/ A2 02471 4,4217 17,7482 0,2253  -0,0069
gBBDR2.1  Sévérité_28 JAI 2 33 A2 00591/ A2_02471 22,0545 53,1683* 0,4606 -0,0528
gBBDR2.1 AUDPC 2 33 A2 00591/ A2_02471 16,9660 43,6616* 13,7328 -7,3293

par. = parametre; Marqueur F_G/D= marqueur flanquant_gauche/droit; *= QTL majeur; Add.= Additivité; Dom.= Dominance; 2= LOD
score maximum; °= le pourcentage de variance phénotypique expliqué; °= Les valeurs positives indiquent une augmentation de la
sévérité de la maladie (SEV) associée aux alléles de Tiligré et les valeurs négatives indiquent une SEV accrue associée aux alléles de
KN-1 ; %= Les valeurs positives indiquent que les alléles de Tiligré sont dominants et les valeurs négatives indiquent que les alléles de
KN-1 sont dominants.
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Figure 2: Génotypage a I’aide du marqueur SNP A2_02471 des individus F..
Tiligré (T), KN-1 (K), A (alléle du parent sensible), B (alléle du parent résistant), H (hétérozygote), gel d’agarose 8%.

Chr. 2 Che. 2
0,0 —F— A2_04189 0.0 A2_04189
13.9 A2 32056
16.6 A2 32056
214 A2_1499T
241 AZ_01793 8 A2 14997
24.0 A2 01793
28,5 A2_2107T1 27 0 A2 21071
3.7 A2_00591 % 0 o_o0s01 g
% ] QTL majeur
¥ E
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a: 200 F, b: 138 F,

Figure 3: Cartographie du QTL de résistance gBBDR2.1 et des marqueurs SNPs entre le 21°™ et 28°™
JAI. a: cartographie a partir de la population initiale 200 F,; b: cartographie avec 138 individus F,.
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Chromosome 2
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A2_13136:42.59
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Figure 4: Chromosome 2 et LOD scores max correspondant au QTL gBBDR2.1 de résistance détecté

entre les marqueurs flanquants A2_21071 et A2_02471 chez 138 individus F».
1= QTL détecté a partir des scores de la maladie, 2 = QTL détecté a partir de la sévérité, 3 = QTL détecté a partir de I’AUDPC,

4 = QTL détecté a partir de I’incidence de la maladie.
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Figure 5: Fonctions biologiques des génes d’ontologie associés a la maladie des taches brunes du
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A2_02471.
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DISCUSSION

La recherche de QTLs et de marqueurs
SNPs individuels liés a la résistance du niébé a
C. capsici a été d’une trés grande utilité. Un
QTL majeur dominant, désigné gBBDR2.1
(QTL for brown blotch disease resistance
located on chromosome 2 number 1), lié a la
résistance partielle a C. capsici a été confirmé.
Ce QTL a été détecté a partir de 9 marqueurs
SNPs polymorphes entre la variété sensible
Tiligre et celle résistante KN-1. L’ensemble
des 9 marqueurs SNPs a été utilisé pour
construire une carte de liaison genétique de la
résistance & la maladie des taches brunes.
Parmi ces marqueurs, les SNPs A2 21071,
A2_00591 et A2_02471 sont les plus fortement
liés au QTL de résistance, comparativement
aux 7 autres marqueurs. Ces 9 marqueurs qui
couvrent une distance de 46,6 cM peuvent étre
appliqués & des populations biparentales et
utilisés en SAM pour la résistance a C. capsici.
De plus, I’analyse des régions génomiques a
partir des marqueurs flanquant nous a permis
d’identifier, d’une part, plusieurs génes
potentiellement associés a la résistance
partielle a C. capsici et, d’autre part, les
fonctions possibles de ces génes de résistance.

Des travaux similaires conduits par
Pottorff (2012) avaient permis d’identifier des
QTLs et des marqueurs SNPs impliqués dans
la résistance du niébé & Macrophomina
phaseolina et a Fusarium oxysporum (races 3
et 4). Ces QTLs et marqueurs associés ont été
localisés essentiellement sur le chromosome 5.
Muchero et al. (2011) ont, quant a eux, identifié
des QTLs liés a la résistance du niébé a
Macrophomina phaseolina sur le groupe de
liaison 7 (chromosome 2, Phytozome). Ohlson
et al. (2017) ont aussi identifié et validé un
QTL majeur associé au nombre de nodules, &
la quantité de nitrogéne produite et au poids du
plant sec chez le niébé. Ce QTL a été localisé
sur le groupe de liaison LG 4 avec un PVE de
I’ordre de 49,3%. Plusieurs QTL de
Colletotrichum  lindemuthianum ont été
signalés sur le chromosome 2 de Phaseolus
vulgaris, un parent proche du niébé, ce qui
suggere que ce groupe de liaison pourrait jouer
un role important dans la résistance aux
especes de Colletotrichum (Campa et al., 2014;
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Oblessuc et al., 2014; Silva, 2017).
Récemment, Ohlson et al. (2018) ont identifié
4 QTLs associés a la résistance aux taches
brunes du niébé. Parmi ces QTLs, gBBDR1 est
lié aux alléles favorables du parent KN-1 et les
trois autres gBBDR2 gBBDR3 et qBBDR4
localisés respectivement sur les chromosomes
3, 6 et 8 du niébé sont liés aux alléles
défavorables du parent sensible Tiligré.

Dans la présente étude, un QTL de
résistance a large effet a été confirmé. Les
valeurs des PVE et des LODs scores de ce QTL
sont trés élevés aux 21°™ et 28°™ JAI. Heath
(1994), puis Wang et al. (2014) ont démontré
que le stade de développement cytologique
influencerait positivement le caractere de
résistance et favoriserait la détection de QTL.
La réduction de la taille de la population (138
F,) aprés [D’élimination des génotypes
improbables a permis d’améliorer les valeurs
du PVE et les effets du QTL (additif et de
dominance). Cette correction permet une
meilleure appréciation de la distance génétique
entre marqueurs adjacents, et donc une carte
génétique de bonne qualité (Ferreira et al.,
2006). Les effets additifs élevés observés au
21°me JAI (1,0136) et au 28°™ JAI (1,0132)
indiquent une contribution significative de
’alléle parental male (KN-1) a la résistance.

De plus, la détection de QTL a partir de
la sévérité de la maladie et de I’ AUDPC permet
de mieux appréhender I’hérédité de Ila
résistance & la maladie des taches brunes du
niébé par rapport a ’incidence de la maladie.
En effet, les résultats obtenus avec ces deux
parameétres de la résistance sont trés proches de
ceux obtenus avec les scores de la maladie. Les
valeurs du PVE et du LODs score ainsi que la
position du QTL, sont nettement améliorées et
précises.

Il ressort donc de nos travaux que le
choix du mode de désignation des individus en
classes de sensibilité est trés déterminant dans
la détection des QTLs et dans 1’¢tude de
I’hérédité des caractéres monogéniques. La
classification selon I’indice de sévérité pourra
étre adoptée pour I’étude de I’hérédité de la
résistance.

En considérant le QTL de résistance
détecté, deux régions génomiques localisées
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sur le chromosome 2 ont été identifiées et sont
impliquées dans la résistance a la maladie des
taches brunes du niébé. Ces régions
génomiques renferment plusieurs complexes
de génes riches en des domaines comme “NB-
ARC”, “LRR et NB-ARC” et “LRR”. Les
travaux de Ooijen et al. (2008) ont montré le
role trés important que jouent les domaines
“NB-ARC” et “LRR et NB-ARC” dans la
résistance aux maladies chez plusieurs especes

végétales. Deux génes de résistance R
contenant le domaine “NB-ARC” ont été
associés a I’anthracnose chez le sorgho

(Upadhyaya et al., 2013). Chez le tournesol,
Darvishzadeh (2007) a identifié des régions
génomiques renfermant les génes codant pour
la “phenylalanine ammonia-lyase 2 (PAL2)” et
la thaumatine, qui seraient impliqués dans la
résistance a Phoma macdonaldi.

Conclusion

L’utilisation de QTL et de marqueurs
associés dans les programmes d’amélioration
variétale du niébé constitue un véritable défi
pour les sélectionneurs de cette culture. Un
QTL majeur dominant et des marqueurs SNPs
liés a la résistance partielle du niébé a I’isolat
C.cap-SA de C. capsici ont respectivement été
confirmé et validés. La confirmation de QTL
est une étape tres importante dans le processus
de sa validation. C’est une étape qui permet
d’améliorer la position (intervalle de
confiance) du QTL, d’optimiser ses effets et de
tester sa stabilité. Le QTL de résistance
confirmé est li¢ a 1’alléle favorable du parent
KN-1 et pourra étre introgress¢ a d’autres
variétés de niébé pour étre validé.
L’identification de marqueurs flanquant la
région génomique et liés au QTL de résistance
devrait contribuer a un repérage des génes de
résistance, et donc une  meilleure
compréhension des mécanismes de défense de
la plante. Cela permettra d’exploiter le clonage
de ces genes de résistance dans des
programmes de pyramidages de génes dans le
cas d’un complexe de pathogénes.
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