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RESUME
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A Madagascar, les ressources génétiques de palissandre en particulier du Dalbergia monticola
originaire de la forét dense humide de moyenne altitude sont trés menacées par les différentes formes
d'exploitation. La gestion des ressources génétiques résiduelles est donc indispensable et urgente. Dans
cette étude, la diversité génétique a différentes échelles, la physiologie de germination et de croissance
juvénile de I’espéce ont été étudiées afin d’apporter des connaissances pour la gestion durable des
ressources génétiques restantes.

L’étude de la diversité génétique a 1’échelle de I’aire naturelle de Dalbergia monticola par
combinaison des marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques a permis de connaitre la
variabilité et ’impact des activités humaines sur cette diversité au niveau des populations et sous
populations étudiées. Ces derniéres ont présenté des valeurs importantes en terme d’hétérozygotie
attendue et semble correspondre a celles observées dans des populations non encore exploitées. Malgré
cela, la structure de cette diversité génétique est faible due généralement au régime de reproduction de
I’espece. Globalement, cette structure dans ’aire de distribution naturelle est aussi caractérisée par la
différence entre les populations du Nord et celles du Sud.

Face a la fragmentation des foréts de la zone de distribution de Dalbergia monticola, 1’effet de
goulot démographique (bottleneck récent) caractéristique des foréts fragmentées n’est pas encore
marqué pour les populations de I’espéce.

L’étude de la physiologie de graines, de la germination et de la croissance juvénile de Dalbergia
monticola indique I’importance de la variabilité intra et inter provenance de la morphologie des graines
a cause des facteurs écologiques et de 1’état de couverture de la forét.

Avec une température optimale située entre 20 a 25°C pour Dalbergia monticola, ce qui
corresponde a celle de 1’origine écologique de 1’espéce, le taux de germination peut atteindre 100% au
bout de 5 a 6 jours en moyenne.

La premiére phase de croissance juvénile en pépini¢re des plantules indique une croissance en
hauteur de 6 a 8 cm a I’age de 3 mois. Parmi les différents caractéres de développement juvéniles de
I’espéce, la hauteur totale est trés héritable. Et 1’étude de corrélation entre les caractéres a montré une
liaison forte entre la hauteur totale et la hauteur de I’hypocotyle.

Etant donné que Dalbergia monticola a encore un niveau élevé de diversité dans son aire naturelle
de distribution, une mesure de gestion locale est nécessaire pour permettre une gestion rationnelle des
reliquats de son patrimoine génétique. Il s’agit par exemple de la sauvegarde de la variabilité in situ des
populations selon les quatre grandes régions (Nord, Centre Nord, Centre et Sud) en gardant un nombre
suffisant d’arbres reproducteurs dans les parcelles d’exploitation forestiére. La conservation ex Situ en
complément de 1’approche in situ peut étre considerée en développant la conservation des graines
(banque de genes) et par la création des parcelles conservatoire vu I’importance du taux de germination
des graines et la facilité d’adaptation des plantules en stade juvénile. Par ailleurs, Dalbergia monticola

se préte a une multiplication par bouturage selon les résultats antérieurs de recherche.

Mots clés : Dalbergia monticola, diversité génétique, fragmentation, germination, croissance juvénile
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In Madagascar, the genetic resources of rose wood in particular Dalbergia monticola, from
humid dense forest of medium altitude are very threatened by various forms of exploitation and
aggravation of the clearing. The residual genetic management is thus essential and urgent. In this
study, genetic diversity on various scales, physiology of germination and the first phase of juvenile
growth of the species were studied in order to bring knowledge for the sustainable management of the
remaining genetic resources.

The study of genetic diversity on the natural range scale of Dalbergia monticola with the
chloroplast and nuclear microsatellites markers allowed to know variability and impact of human
activities on the level of the study’s populations and under populations. It has presented important
values in term of heterozygosity excepted and seems to correspond to those observed in not yet
overexploited populations. In spite of that, the structure of this genetic diversity is weak due generally
on the reproduction regime of the species. Overall, this structure in the natural distribution range is
also characterized by the difference between the populations of North and those of the South.

Facing the forests fragmentation on the distribution range of Dalbergia monticola, the effect
of recent bottleneck characteristic of fragmented forests is not yet marked for the populations of the
species.

The study of seed physiology, germination and juvenile growth of Dalbergia monticola
indicates the importance of intra and inter provenance variability for seeds morphology due to the
ecological factors and the state of forest cover.

With an optimal temperature located between 20 at 25°C for Dalbergia monticola, which
would correspond at the ecological origin of the species, the germination rate can on average reach
100% after 5 to 6 days. Thus the minimal temperature being situated between 10 and 15°C indicates
the possibility of sowing lasting the winter period for the species.

The first phase of juvenile growth in seedbed indicates a speed of growth from 6 to 8 cm
height at the 3 months age. For the species, among the different characters of juvenile development,
the total height is very heritable. And the study of correlation between the characters has showed a
strong connection between the total height and height of the hypocotyls.

Seeing that Dalbergia monticola has still high level of diversity in its natural distribution
range, a measurement of local management is necessary to allow a rational management of the genetic
resources. It is for example about the safe guard of in situ variability of the populations through the
four great areas (North, Centre Northern, Centre and South) by creating protected zones and while
keeping from a sufficient number of the reproductive trees in the pieces of forestry logging. The
conservation ex situ can be considered as complement of in situ approach by developing the seeds
conservation (genebank) or creation of conservatory plots considering the importance of the seeds
germination and the adaptation facility of the seedlings in youthful stage. Moreover, Dalbergia
monticola goes along with a multiplication by cuttings according to previous results of research.

Key words: Dalbergia monticola, genetic diversity, fragmentation, germination, juvenile growth.
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INTRODUCTION

Au niveau mondial, la grande menace qui pése sur I’environnement est actuellement le
réchauffement de la plancte. Cela est dii a plusieurs interventions humaines au niveau de différents
écosystemes (foréts, mers, océans, massifs montagneux, etc.). Concernant les zones foresticres, les
habitats des ressources génétiques de la région tropicale subissent depuis longtemps des dégradations.
La superficie et la richesse des foréts sont réduites et entrainent une certaine disparition de la diversité
génétique tant au niveau végétal qu’animal. Selon Whitmore et Sayer 1992, Oldfield 1988, la
destruction des foréts tropicales (dont la superficie occupe 7% de la superficie totale des terres) est la

plus importante destruction potentielle de la diversité biologique.

A Madagascar, ce phénoméne se manifeste par la disparition des centaines de milliers
d’hectares de foréts et de couvertures végétales chaque année par les feux de brousse, les tavy et les
différentes formes d’exploitation. Cette disparition entraine des effets sur la topographie et le climat de
I'ile, d’ou I’aggravation de 1’érosion suivie par une perturbation de régime hydrique et une
déstabilisation du principal support de culture qu’est le sol. Pour le cas de la zone orientale, la
réduction continue des foréts constitue un des problémes de conservation de la biodiversité malgache.
Cela conduit a la fragmentation forestiére et a la diminution de taille des populations d’arbres qui

peuvent entrainer a la réduction de la variabilité génétique par perte de certains génes.

Pour les ressources génétiques de palissandre dont le bois est trés demandé tant & Madagascar
qu’a DI’étranger, ’exploitation est trés intense vu sa valeur technologique intéressante. Comme la
régénération ne suit pas ce rythme d’exploitation, le patrimoine du genre Dalbergia est donc trés
menacé bien que plusieurs espéces soient connues et réparties & Madagascar. Cet aspect concerne
Dalbergia monticola, une des espéces de palissandre trés exploitée de la forét dense humide de
moyenne altitude. Les bois de cette espéce sont trés recherchés car il présente des caractéristiques
intéressantes par rapport a certaines espéces de palissandre. C’est pourquoi, Dalbergia monticola est
considéré depuis une décennie comme vulnérable sur la liste rouge de I’International Union for
Conservation of Nature (Du Puy, IUCN, 1998). La réduction de la densit¢ des populations et la

disparition de certains génes sont donc considérables pour 1’espéce.

Face a ces différents phénoménes, des stratégies et actions sont congues au niveau locale,
régional et national. C’est ainsi que le concept de gestion durable a été érigé. Mais pour ce faire, la
connaissance de la diversité génétique est une étape indispensable. Les premiers moyens de
description et de mesure de cette diversité génétique ont été réalisés a partir des caractéres
phénotypiques (morphologiques ou agronomiques). Mais ces derniers sont soumis a une variation

continue, a des interactions avec les facteurs du milieu.
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Alors depuis une vingtaine d'années, grace a I’évolution de la biologie moléculaire, I’étude de
la variabilité génétique pour certaines plantes peut s’effectuer a 1’aide de marqueurs proches du
génome qui ne sont pas soumis aux effets de ’environnement. A part la connaissance sur la diversité
génétique, la régénération des especes demande a étre maitrisée afin de pérenniser les ressources. La

reproduction a partir de la graine reste la plus pratiquée dans ce domaine.

Les trois volets de cette étude considerent ces différents aspects : la diversité génétique de
I’espéce a 1’échelle de I’aire naturelle et a 1’échelle locale, la physiologie de germination et la premicre
phase de croissance des plants en milieu ex situ. Par la suite, les résultats ont été utilisés pour voir les
liaisons entre ces trois éléments étudiés dans le cadre de la gestion des ressources phytogénétiques

forestiéres de 1’espéce en question

Pour l’analyse de la diversité génétique, les marqueurs microsatellites nucléaires et
chloroplastiques ont été utilisés pour connaitre les différents paramétres permettant d’évaluer le niveau
de variabilité génétique de Dalbergia monticola. Ils donnent des informations sur la structure de la

variabilité et permettent de retracer les flux de génes par graines a 1’échelle de 1’aire naturelle.

Les objectifs, les hypothéses et la méthodologie de cette recherche sont définis dans la
premiére partie aprés le développement du contexte et du cadre de problématique liés au théme de

I’étude.

La derniére partie apporte des discussions sur 1’impact de la fragmentation et de 1’exploitation
sur la diversité génétique et la dynamique de cette derniére dans I’aire naturelle de Dalbergia
monticola. Elle évoque aussi la variabilité adaptative des graines et des plants au niveau de la
physiologie de germination et la croissance juvénile de I’espece. L’exploitabilité des acquis de cette
recherche dans la gestion durable des ressources de I’espéce sera présentée en terme de

recommandation avant la conclusion finale de 1’étude.
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lére

partie : Contexte et problématique

Chapitre I : Contexte général
I.1- Madagascar : biodiversité unique au monde

La biodiversit¢ malgache est reconnue dans le monde par sa richesse et son niveau
d’endémisme trés particulier. Elle est I'un des trés rares endroits ou des espéces nouvelles sont encore
découvertes méme parmi les oiseaux et les mammiféres- (Mediaterre, 2006). Elle figure parmi les 10
hot spots de la diversité biologique mondiale (Plané¢te vivante, 2008) et possede 'un des écosystémes
les plus riches du monde. Des différenciations trés remarquables sont observées sur les especes tant au
niveau végétal qu’animal. Cela est caractérisé par une diversité écologique importante : du climat, de
la topographie, des habitats, etc.). Ces niveaux élevés d’endémisme et d’archaisme des espéces sont
expliqués par une longue évolution car au fil du temps, I’ile est devenue un refuge exceptionnel pour
les descendants d’espéces archaiques maintenant disparues des continents africain et asiatique avec
lesquels elle était reliée a certaines périodes de son histoire géologique. Beaucoup d’espéces animales
et végétales de la biodiversité malgache font actuellement partie des grandes priorités mondiales en

matiere de conservation de la biodiversité et de préservation de I’environnement.

Concernant les écosystémes forestiers a Madagascar, ces derniers abritent particuliérement
une biodiversité trés large. Par ailleurs, les foréts sont de différents types et permettent un
développement de large gamme d’espéces animales et végétales dont nombreuses sont endémiques. A
Madagascar, les principales formations primaires d’écosystémes forestiers sont repartis comme suit

selon Moat, dans Atlas 2007 :

- les foréts denses humides sempervirentes de basse et moyenne altitude de 1’Est occupant 4

773 700 hectares

- les foréts denses séches décidues réparties sur les massifs de la partie Ouest et moyennes

Ouest de Madagascar sur une superficie de 3 197 000 ha

- les foréts denses sclérophylles de moyenne altitude de la partie occidentale de 1’1le prés de

540 000 ha;
- les foréts littorales occupant 34 600 ha

- les fourrés denses xérophiles de la région méridionale présentant les espéces épineuses sur

une superficie de 1 835 500 ha,

- les mangroves sur le long des zones littorales de la c6te Ouest de Madagascar ayant une

superficie de 243 300 ha.
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L'estimation de richesse floristique a Madagascar est prés de 12000 espéces, répartis sur 1600
genres et appartenant a 180 familles (Guillaumet, 1984). Les formations primaires abritent encore de

bois précieux et d’essences tropicales rares.

I.2- Contexte de la gestion des ressources phytogénétiques forestiéres

Depuis des dizaines d’années, conscient des problémes de dégradation accrue de
I’environnement et la perte de biodiversité ainsi que les problémes issus des différents cataclysmes
naturels, Madagascar s'est engagé dans la protection de son environnement depuis la fin des années
1980. Vers 1989, le gouvernement a élaboré son Plan National d’Action Environnemental (PNAE). La
Charte de I’Environnement était adoptée sous forme de loi d’Etat, la loi 90-033 qui constitue le cadre
général d’exécution de la Politique Nationale de I’Environnement. Elle comporte les objectifs visés, la
stratégie a mettre en oeuvre et les trois Programmes Environnementaux (PEI, PEII et PEIIl). La PNE
vise a rétablir un équilibre durable et harmonieux entre les besoins de développement de I’homme et

les ressources écologiques.

Plusieurs conventions internationales ont été signées et/ou ratifiées par Madagascar pour la
sécurité et la gestion durable de sa biodiversité¢ : la Convention sur la Diversité Biologique, le
Protocole sur la Biosécurité, la Convention sur le Commerce International des espéces de faune et
Flore sauvage menacées d'extinction, entre autres. Suite a ces acquis au niveau international, les
objectifs de la Stratégie National de la Gestion Durable de la Biodiversit¢ a Madagascar ont été basés
sur ceux de la Convention sur la Diversité Biologique. Cela indique la combinaison de la conservation
et de la valorisation d’une part, de I’écologie et de 1’économie d’autre part pour garantir I’efficacité de
la gestion (Minenv, 2002). Selon ce SNGDB, la conservation des ressources génétiques foresticres,
agricoles et animales a ét¢ définie parmi les axes d’orientation de cette stratégie. Concernant cette
derniére, Madagascar a déja établi un Plan National Stratégique de Gestion des ressources
phytogénétiques forestiéres pour leur gestion durable (PNSGRPF), par I’initiative du SNGF et
différentes institutions. Ce plan a été déja mis en ceuvre depuis Janvier 2000. I1 est basé sur sept axes
stratégiques dont le premier axe a mis I’importance de la connaissance de la diversité génétique des
espeéces cibles pour point de départ d’une gestion rationnelle et durable des ressources

phytogénétiques.
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Chapitre 11 : Problématique
I1.1- Problématique globale

La grande menace qui pése sur I’environnement mondial est actuellement le réchauffement de
la planéte. Ce dernier affecte 1'équilibre des grands écosystémes : les massifs montagneux, les mers et
les océans, les foréts et les zones tropicales. Le prolongement de la sécheresse, 1’élévation du niveau
des mers, la disparition des espéces de plantes et d’animaux sont tous des effets graves sur

I’environnement.

Les activités humaines, [’'utilisation de combustibles fossiles (pétrole, charbon) et la
déforestation sont parmi les principales causes de la dégradation de I’environnement qui se traduit en

particulier par I’augmentation excessive du taux de gaz carbonique dans 1I’atmospheére.

Pour Madagascar, la dégradation de ses diversités écologiques entraine des menaces sur
I’écologie et I’environnement du pays. La disparition des centaines de milliers d’hectares des foréts et
des couvertures végétales par les feux de brousse et les tavy chaque année a des effets sur la
topographie et le climat de I’ile. D’ou ’aggravation de 1’érosion et de la formation de lavaka. Des
changements climatiques au niveau de certaines zones ont été observés. Les pressions qui pesent sur
les différents écosystémes, notamment sur les écosystémes forestiers (22,6% de 1’ile), constituent des
menaces pour la biodiversité faunistique et floristique. Par conséquent, ces écosystémes perdent
certaines de leurs composantes. En effet, certaines especes sont en train de disparaitre car leurs hotes
et/ou leur effectif sont détruits ou diminuent. Des érosions génétiques sont entrainées par des pertes
d’individus et des génes. Cela provoque une régression de la capacité d’adaptation et de reproduction

des espéces et qui mene a leur extinction.
I1.2- Menace sur les ressources phytogénétiques forestiéres malgaches

Pour les pays tropicaux, les problémes de dégradation de I’environnement concernent
beaucoup les écosystémes forestiers. Ces grandes richesses biologiques sont menacées d'une forte
dégradation a tel point que plusieurs espéces risquent de disparaitre définitivement, sans méme avoir

été découvertes.

La cause principale de dégradation des ressources forestieres a Madagascar est due aux
activités anthropiques. La grande partie des populations paysannes malgaches vivent encore sous la
dépendance des produits de ressources naturelles Par conséquent, le défrichement pour les cultures sur
brilis, la surexploitation de foréts sans mesures de préservation des ressources et les feux de brousse

ou feux de paturage non contrdlés sont parmi les principales pratiques dévastatrices de ces ressources.

Depuis la 2éme moitié du 20™™ siécle, la superficie forestiére ne cesse pas de diminuer

d’année en année. De 1960 a 1994, 5 millions d’hectares des foréts sont disparus di a des

5
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exploitations abusives (Charbonnier, 1998). Le taux de déforestation enregistré par I’administration
forestiére tourne autour de 117 453 ha par an entre 1992 et 1999 (DEF, 2002). Et selon Moat dans
I’ Atlas 2007, le taux de déboisement est d’environ 150 000 ha/an. Ce rythme implique la perturbation
et la destruction de ces écosystémes forestiers et entraine la raréfaction ou la disparition totale de

certaines especes caractéristiques.

Photo n°1 : Aspect de défrichements dans la forét de Bekorakaka

(Forét dense humide de moyenne altitude incluant I’aire de distribution de D. monticola)

I1.3- Les Dalbergia malgaches : espéces importantes sur le plan économique mais

menacées par les pratiques humaines
- Leur role économique

Le genre Dalbergia figure parmi les bois trés anciennement recherchés dans le commerce. I est
en 2°™ catégorie dans la classification du bois. Le palissandre malgache, vu sa qualité et sa valeur
technologique importante, est trés demandé tant au niveau national qu’a I’étranger en tant que bois
d’ceuvre et en ébénisterie. Pour ’année 1999, la quantité exportée avoisinait 1050 m3 correspondant a
une valeur supérieure a 2 milliards francs fmg (DEF, 2002). Les chiffres obtenus au niveau des ports
maritimes de Toamasina, Morondava et Mahajanga donnent une valeur totale prés de 3200 m3
concernant ’exportation de palissandre en 1999 (Rija A, Caroline I et al, 2001). Par conséquent,
I’exploitation de bois de Palissandre est trés intense et il y a des risques de pertes considérables au

niveau des ressources génétiques de certaines especes.



1% partie : Contexte et problématique

- Dalbergia monticola

Dalbergia monticola est une des espéces de palissandre de la forét dense humide de moyenne
altitude de I’Est de Madagascar. Cette espéce est trés exploitée car elle présente une taille et de qualité
importante par rapport a certaines especes de palissandre. La rareté des pieds de cette espece est
confirmée dans le rapport de stage d’Urs et Andrianaivo en janvier 2000. Cet arbre est considéré
comme vulnérable sur la liste rouge de 1’International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources (IUCN, Du Puy, 1998). Les pertes d’individus et de génes et la stabilité de ’ensemble de la
diversité biologique s’en trouvent donc menacée pour 1’espece. Des mesures de gestion des ressources

résiduelles sont alors urgentes pour afin d’assurer leur pérennité et leur renouvellement.

L’étude antérieure effectuée (Andrianoelina, 2002) est déja cadrée dans I1’¢laboration
d’éléments de base de gestion de I’espece en étudiant la diversité génétique globale de 1’espéce dans
son aire naturelle. Suite a cette étude, cette recherche a été menée dans 1’objet d’approfondir 1’analyse
de la diversité génétique et sa dynamique face aux différentes pressions humaines. Cela permet de voir
la capacité d’adaptation et de reproduction de 1’espéce par la fragmentation et 1’exploitation de la
forét. Le chapitre ci aprés représente les objectifs globaux de cette étude, les hypothéses a vérifier ainsi

que la méthodologie suivie.

Photo n°2 : Bois de Dalbergia monticola exploités dans la forét de Fierenana Moramanga (2003)
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Chapitre III: Objectifs, hypothéses et méthodologie
I11.1- Objectifs

Dans le cadre de la gestion des ressources phytogénétiques forestiéres a Madagascar, cette
étude est réalisée afin de fournir de nouvelles connaissances sur le genre Dalbergia des foréts dense
humide de I’Est de Madagascar. Des objectifs globaux suivis des objectifs spécifiques ont été définis
pour arriver a des suggestions et de conclusions précises pour la gestion durable de 1’espéce Dalbergia

monticola en question.

Objectif global 1 : Comprendre la dynamique spatio-temporelle de la diversité génétique en

relation avec les événements historiques, I’impact de la fragmentation et de 1’exploitation forestiere
Les objectifs spécifiques suivant ont été définis pour atteindre cet objectif global :

- analyser la structuration génétique des populations a 1’échelle de 1’aire naturelle en faisant

référence a 1’état de fragmentation

- étudier la spatialisation de la diversité génétique a 1’échelle du paysage (locale) ainsi qu’au

sein des populations,
- quantifier les éventuels effets de goulot démographiques sur la diversité génétique,

- étudier les flux de génes a I’intérieur des populations et entre elles

Objectif global 2 : Comprendre le déterminisme génétique de la physiologie des graines et des

premiers stades de croissance des plants
Les objectifs spécifiques définis pour atteindre cet objectif sont :

- analyser la variabilité (inter et intra population et inter et intra provenance) de la cinétique de

germination en séparant les effets génétiques des effets environnementaux

- étudier la variabilité de la croissance des jeunes plants (inter et intra population et inter et

intra provenance) en séparant les effets génétiques des effets environnementaux

- connaitre 1’écologie et physiologie des graines de 1’espéce afin de maitriser la technique de

multiplication voire la comparaison avec d’autres especes
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I11.2- Hypotheses

Les hypothéses suivantes sont a vérifier pour arriver a des conclusions précises dans cette

recherche :

1- la structure de la diversité génétique de Dalbergia monticola est déterminée par les

événements historiques (la période de derniere glaciation) et des activités humaines,

2- la fragmentation de la forét orientale a eu un impact sur la diversité génétique de Dalbergia
monticola en accentuant les effets de dérive génétique et en réduisant la diversité au sein des

populations,

3- la fragmentation et 1’exploitation des foréts influencent la capacité de reproduction des

semenciers (germination de leurs semences)

4- la germination et la croissance juvénile de Dalbergia monticola est sous I’influence

génétique.
I11.3- Méthodologie
La méthodologie de recherche comprend deux grandes parties :

- la premiére partie concerne 1’évaluation globale au niveau de la diversité génétique, de la

physiologie de germination des graines et de la croissance juvénile des plants de I’espece

- La deuxiéme partie est axée sur 1’analyse des différents paramétres de diversité liés a

différents facteurs influant sur ces trois niveaux

Le schéma suivant résume la démarche méthodologique de cette recherche.
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Figure 1 : Schéma de la méthodologie de recherche
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Chapitre IV : Etat des connaissances

IV.1- Caractéristiques de la forét dense humide de moyenne altitude (écosystéme de

Dalbergia monticola)

Les foréts denses humides sempervirentes de basse altitudes et de moyenne altitude colonisent
les zones sub-littorales sur sable et/ou sur latérite, le long de I’escarpement de la falaise orientale ainsi
que les massifs de la partie Nord de Madagascar tels que les montagnes de Tsaratanana, d’ Ambre et de
Marojejy et de la péninsule de Masoala. Selon Humbert (1965) la forét dense humide de moyenne
altitude se situe entre 800 a 1800 m. Depuis la forét dense ombrophile de basse altitude, jusqu’a la
forét sclérophylle de montagne, il y a une transition continue pour le passage a de formation d’altitude.
La forét est bien dominant avec une strate supérieure de 20 a 30 m de hauteur d’arbres ramifiés assez
bas, une strate moyenne de 1 a 15 m de haut et une strate de petits arbres dont la hauteur est de 1’ordre
de 5 m. Le sous bois est relativement encombré, avec essentiellement des plantes ligneuses. La flore
épiphytique est d’une assez grande richesse (Koechlin, 1974) mais elle n’atteint pas son plein
développement. Dans la strate supérieure, le genre Weinmannia et Tambourissa sont parmi les plus
fréquents. D’aprés Humbert, (1965) les genres suivant sont remarqués dans la strate supérieure :
Symphonia, Dombeya, Dalbergia, Dilobeia, Canarium, Vernonia, Diospyros, Eugenia, Prothorus,

Grewia, Brachyleana.

Dans la strate moyenne, la fréquence des Cyathea et de Pandanus a été observée. La strate
inféricure est dominée par plusieurs types d’espéces herbacées: des Graminées, Fougéres,

Euphorbiacées etc.

Mais la problématique qui pese sur ces foréts depuis longtemps est le défrichement destiné a

différentes cultures vivriéres.
IV.2- Généralités sur le genre Dalbergia
1V.2.1- Dalbergia spp

Le genre Dalbergia appartient aux familles des 1égumineuses ou Fabaceae. Les espéces de
Dalbergia ont des aspects différents : arbres, arbustes ou lianes. A Madagascar, 43 espéces sont
décrites dont 42 sont endémiques (Bosser et Rabevohitra, 1996). Une seule espéce est une liane

(Dalbergia bracteolata). Parmi les 43 décrites, 25 especes donnent du bois de bonne qualité.

Actuellement, certaines espéces sont devenues rares di a 1’exploitation abusive comme
Dalbergia monticola, Dalbergia baronii et Dalbergia greveana (Arnold et Andrianaivo, 2000) et aussi

suite a la disparition de 1'écosystéme forestier par l'agriculture sur brilis.
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Concernant [’aire écologique, tous les domaines phytogéographiques de Madagascar

présentent des espéces de Dalbergia sauf les zones a haute altitude.
1V.2.2- Dalbergia monticola

Dalbergia monticola est une des espéces de palissandre de la forét dense humide de moyenne
altitude de I’Est de Madagascar. 11 était identifi¢ par Bosser et Rabevohitra vers 1996 car auparavant
I’espece était mélangée avec le Dalbergia baronii. La forme des fruits et ’inflorescence terminale de
I’arbre le différencient avec ce dernier. La racine de 1’arbre forme des nodules en symbiose avec des
rhizobiums (Rasolomampianina et al, 2005). Ainsi, avec cette symbiose pour la fixation de 1’azote,

Dalbergia monticola optimise la fertilité du sol.

a) Taxonomie

La systématique de 1’espéce est résumée comme suit :

Systématique Classification

Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotyledones (Magnoliospida)
Sous classe : Rosideae

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae (Leguminoseae)
Sous famille : Faboideae

Tribu : Dalbergieae

Genre : Dalbergia

Espéce : Dalbergia monticola Bosser & Rabevohitra

Source : Bosser et Rabevohitra, 1996, Marques, 1986-2006 ;
http://www.tela-botanica.org/eflora/2006.01/nt/1155/synthese

Dalbergia est connu sous le nom commercial "Palissandre". A Madagascar, Dalbergia est
appelé Voamboana ou Manary. L’espéce Dalbergia monticola est connue sous différentes
appellations : Voamboana (2 Ankeniheny), Voamboana atin’akoho (2 Ranomafana), Voamboana

mavokely (a Didy), Hazovola (Andilamena).

Depuis 1’élaboration du Plan stratégique de gestion des ressources phytogénétiques forestiéres
a Madagascar en 2000, Dalbergia monticola était signalée parmi les espéces prioritaires compte tenu
des importantes menaces sur les populations résiduelles. Le résultat de notre stage (année 2000) dans
la mise en ceuvre de ce plan confirme sa rareté. Il est classé parmi les Dalbergia présentant de taille

importante.
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b) Aire de distribution
L’aire naturelle de Dalbergia monticola s’étend sur le domaine oriental de moyenne altitude
de Madagascar (altitude variant entre 500 et 1600 m). Elle s’étend jusqu'a Tolongoina et Fort Carnot
au Sud et a Antalaha au Nord. Actuellement, dii a I’exploitation, il est difficile de trouver des arbres de

grande taille pour cette espéce. La carte n°1 nous indique son aire de répartition.

I

zone de distribution
de I’espece

Carte n° 1 : Aire de distribution de Dalbergia monticola
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c) Caractéristiques botaniques et phénologiques de I’espéce

C’est un arbre qui peut atteindre 20 a 30 m de hauteur et un diamétre jusqu’a 1 m. L’écorce est
grisatre et un peu écailleuse. Le bois a une couleur variable selon la taille : rose violacé et brun a
violet. Sa qualité lourde et dure permet de I'utiliser a différents usages.

Les feuilles sont généralement caduques. Elles ont une longueur variant entre 3.5 - 12 cm;
avec des folioles de 20 a 30 a limbes obovales a oblongues. Ces folioles sont trés coriaces, arrondies et
souvent un peu retuses au sommet, arrondies a la base. Elles sont glabres et luisantes sur la face
supérieure et pubescentes blanchatre a jaune pale plus ou moins dense sur la face inférieure. Le pétiole

et les pétiolules sont densément pubescents -hérissés.

Photo n°3 : Aspect d’un arbre de Dalbergia monticola

Les inflorescences sont terminales, paniculiformes et parfois axillaires. Les axes, les rameaux
et les pédicelles sont densément pubescents. Les fleurs sont blanches et ont une longueur de 4.5 a4 6
mm.

Les fruits sont de couleur brune rougeatre, d’une forme elliptique a oblongue et sont aigus ou
atténués au sommet et cunéiformes a la base. Ils existent des mono-, di- et tri spermes. Les
monospermes mesurent 3.5-4.5 x 1.3-1.5 cm, les dispermes ont une longueur de 6-7 cm et les
trispermes sont 7-9 cm de long. Les graines sont sub-réniformes, de couleur brun rougeatre.

La période de floraison se situe entre le mois d’aolit au mois de novembre et la fructification

commence a partir de novembre jusqu’au mois de janvier.
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Photo n°4 : Aspects des feuilles, fleurs et fruits de Dalbergia monticola (Bosser et Rabevohitra, 1996)

Photo n°5: Aspects des fruits (gousses) et des graines de Dalbergia monticola
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c) La dissémination des pollens et des graines

En général, dans les foréts naturelles, la pollinisation est assurée par différents agents
pollinisateurs comme les insectes, le vent. D'apres notre observation, les deux types de dissémination

anémophile et entomophile y peuvent se rencontrer pour Dalbergia monticola.

Concernant les graines, le fait de trouver des régénérations et des fruits dans un périmétre
proche de l'arbre (rayon de 10 a 20 m autour du pied de I'arbre) indique que le mode de dissémination
est généralement barochore. Certains espéces de lémuriens consomment les graines d’aprés les

observations des riverains, d’ou la possibilité de zoochorie.

IV.3 - Les apports des méthodes et outils de la génétique

La génétique des populations essaie d’étudier chez les étres vivants la structure génétique et sa
variation éventuelle d’une génération a I’autre sous la fagcon dont se fusionnent les gameétes d’une part
et sous 1’action de divers phénomeénes tels que mutation, migration, sélection naturelle d’autre part.
Dans le cadre de la gestion des ressources phytogénétiques, la connaissance des patrimoines
génétiques a partir de ces outils de la génétique avance la stratégie de gestion. Pour le cas de la forét
qui constitue une grande population d’arbres, la stratégie de conservation et d’amélioration des arbres
sont basés surtout sur la connaissance des ressources existantes tant au niveau quantitatif mais surtout
qualitatif sur le plan génétique. Dans le programme de gestion et protection, la diversité génétique est
reconnue comme une information fondamentale en vue de la mise au point de stratégies de

conservation (Newton, 1999).

Depuis une vingtaine d’années, le développement des techniques de marqueurs moléculaires
rend plus précis 1’étude de la diversité génétique des especes. Actuellement, les marqueurs génétiques
sont largement utilisés pour estimer le polymorphisme et prédire 1’évolution des populations végétales.
L’avancée dans la connaissance du génome des plantes a favorisé le développement de marqueurs
moléculaires ciblant une région de I'un des génomes nucléaire, chloroplastique et mitochondrial. Le
développement de la génomique donne accés aux geénes contrdlant des caractéres adaptatifs, trés

importants pour la gestion des ressources génétiques.

La recherche de marqueurs moléculaires aide aussi le sélectionneur & mieux connaitre la
génétique des caractéres importants afin d'optimiser 1'efficacité des programmes de sélection. Ces
marqueurs sont en effet trés précieux car ils permettent de tester rapidement les variétés et de retenir

celles qui posseédent les caractéristiques recherchées.
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IV.4 — Technique de multiplication : outils de gestion des ressources phytogénétiques forestiéres

Les ressources phytogénétiques forestieres doivent étre reproduites avec des techniques
appropriées afin de les pérenniser (MEF/SNGF, 2000). Cet aspect est trés important dans la stratégie
pour la gestion durable. Dans le cadre de développement et propagation des espéces, la maitrise des
techniques de multiplication joue un role important afin de les vulgariser. Ces techniques doivent étre
simples et adaptées afin que les villageois ou les acteurs de reboisement pourront les appliquer.
Différents essais doivent étre menés in et ex-situ pour y arriver. Suite a la maitrise de technique, il y
aura I’information, la formation et I’encadrement des collectivités et les acteurs sur les plantations et
les soins sylvicoles nécessaires afin d’observer une dynamique de plantation. Dans le processus de
gestion durable des ressources, la maitrise de la manipulation des semences est une action non
négligeable. Aprés les collectes, le traitement et 1’entreposage temporaire des graines, des recherches

sur le mode optimal de conservation des graines sont nécessaires. -

IV.5- Revue bibliographique : impact de la fragmentation et de I’exploitation des foréts

sur les ressources phytogénétiques forestiéres

Cette revue bibliographique résume quelques résultats d’étude sur I’impact de la
fragmentation et de 1’exploitation sur la diversité génétique de certaines espéces importantes afin de
situer la recherche dans le contexte au niveau mondial. Mais avant d’entrer dans cette partie, quelques

notions générales sur la fragmentation de I’habitat et la fragmentation forestiére sont présentées.
- La fragmentation de I’habitat

Un habitat est défini comme étant un ¢lément du paysage, ou une série d'éléments, offrant les
ressources nécessaires a la survie des individus d'une espéce, a leur reproduction et a leurs
déplacements (Pereboom, 2006). La modification de I'habitat résulte, en général, non pas en une
éradication complete de I'habitat original mais en une fragmentation de celui-ci en morceaux de
I'habitat original distants les uns des autres. En biologie de la conservation le terme "fragmentation de
I'habitat"signifie aussi bien la destruction d'un habitat et donc la réduction de sa superficie que le
partitionnement qui en résulte (Noss & Csuti, 1997). La premiere conséquence de la fragmentation est
la diminution de la superficie de 1'habitat et donc la diminution de la capacité a pourvoir les ressources
nécessaires de chaque morceau d'habitat résiduel, ce qui entraine une diminution du nombre d'espéces
ou d'individus par espéce (Douglas et al, 2000; Pimm et al., 1988). D’autre conséquence de la
fragmentation de I'habitat est que chaque morceau d'habitat résiduel se trouve de plus en plus éloigné
de son voisin et peut finir par se trouver complétement isolé s'il n'est pas reli¢ aux autres par des

corridors.
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- La fragmentation forestiére

La fragmentation forestiére désigne le morcellement de la forét en ilots boisés. Elle est une principale
forme de fragmentation de l'habitat. Elle a principalement un impact sur les mouvements des
individus, ce qui peut avoir pour conséquences, notamment, une diminution de I'effectif des
populations et un isolement des populations résiduelles (Pereboom, 2006). La principale forme
d'altération de 1’écosystéme forestier est sa destruction directe, principalement par le défrichement.
Caughley & Gunn (1996) expliquent que la diminution des effectifs fragilise les populations et peut
mener a la disparition d'une espéce par différentes raisons. Par exemple, la disparition des petites
population sous I’effet des cataclysmes naturels, la perte de variation génétique due a la diminution
des capacités de reproduction et/ou de survie des jeunes individus par des génes déléteres. Toutefois,
la fragmentation peut aussi avoir pour conséquence d'accentuer l'effet de 1'hétérogénéité du paysage
sur la diversité génétique et comportementale des populations. L'hétérogénéité de 1'habitat provoque
des adaptations locales qui conduisent a une meilleure utilisation des ressources. La fragmentation a
donc pour effet d'accentuer la diversité génétique inter populations, tout en diminuant la diversité

génétique intra populations.

- Impact de la fragmentation et de ’exploitation des foréts sur la diversité et structure

génétique

- Cas d’une espéce de forét tropicale humide

La densité et la répartition spatiale des individus reproducteurs peuvent affecter 1’organisation
de la diversité génétique des populations d’arbres forestiers. Les espéces de foréts tropicales humides
présentent souvent des densités faibles, des structures agrégées, et une grande variabilité diamétrique.
L’exploitation diminue la densité¢ et modifie les distributions spatiales des individus. Elle peut en
conséquence avoir des effets sur la diversité génétique et sur la reproduction, parameétres essentiels de
la conservation in situ des espéces. Selon 1’étude effectué par Lourmas (2005) en utilisant des
marqueurs des microsatellites pour étudier la structure génétique d’une espéce africaine,
Entandrophragma cylindricum (Meliaceae), sur deux dispositifs camerounais correspondant a trois
situations : forét primaire, forét d’exploitation récente, forét d’exploitation ancienne. Les trois
populations présentent une diversité génétique élevée et un déficit en hétérozygotes équivalent. Les
corrélations entre les structures spatiales des individus et des génes ne jouent cependant qu’un rdle
limité, le pollen se dispersant a grande distance. Le régime reproducteur, fortement allogame et le taux
d’apparentement génétique dans le descendance sont indépendants de la densité des arbres

reproducteurs.
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- Cas d’une espéce néo tropicale

Avec I’étude effectuée par Lemes et al (2003), le Swietenia macrophylla, Meliaceae ou
Acajou est un arbre Néotropical d’Amérique du Sud le plus cher et beaucoup exploité. L’étude de la
diversité génétique des sept populations naturelles séparées jusqu’a 2100 km dans 1’ensemble de 1'arc
du sud du bassin de I'Amazone Brésilienne. L’analyse effectuée avec huit sites microsatellites sur 194
individus adultes ont donné de diversité hautement variable, avec de nombre d'alléles variant de 13 a
17 (moyenne = 18.4). Les valeurs obtenues sont élevées pour toutes les populations (moyenne Hg =
0.781, varié entre 0.754-0.812). Quatre populations parmi les sept étudiées ont montré un coefficient
de consanguinité significative. La découverte de la différentiation locale parmi les populations
Amazoniennes mahogany souligne la nécessité pour la conservation in situ de plusieurs populations de

S. macrophylla a travers sa distribution dans I'Amazone Brézilienne.
- Cas d’espéce de conifére d’une grande ile

La fragmentation et la dégradation de I’habitat représentent la grande menace a long terme de la
biodiversité globale (Saunders et al, 1996). La réduction de la taille de population et 1’augmentation de
I’isolement associé a la dégradation de 1’habitat ont des conséquences démographique et génétique et
mettent en danger les vestiges d’espéces de plante (Oostermeijer et al. 2003; Washitani et al. 2005).
Concernant 1’étude d’impact sur les espéces forestiéres, les premiers effets génétiques de la
dégradation de I'habitat sont examinés sur le conifére. Pour le cas d’Araucaria nemorosa, espéce se
trouvant a la Nouvelle Calédonie qui est trés menacée. C’est une biodiversité globale « hotspot » ou la
meilleure concentration mondiale de l'espéce de conifére endémique coincide avec le niveau
extrémement élevé de la destruction de 1'habitat en raison du feu et des mines. En utilisant sept sites
microsatellites, les estimations sont faites a partir de la variation du marquage génétique, les
coefficients de consanguinité et la différenciation de population adulte. Les résultats n’ont pas montré
de différences significatives dans les parameétres génétiques entre les populations adultes dans toutes
les populations. Toutefois, dans I'A. nemorosa, la cohorte juvénile démontrait une perte des rares
alleles et des taux ¢levés de consanguinité quand elle est comparée a la cohorte adulte. Cela suggére
que la dégradation environnementale récente est influencée par la structure génétique des populations

A. nemorosa (Kettle et al, 2007)
- Effet de I’exploitation des espéces forestieres selon quelques auteurs

L’exploitation influence les processus normaux tels que le flux de géne, joignant le systéme, la
dérive génétique, et la structure génétique spatiale, directement et indirectement (Kanashiro et autres.,
2002). Elle réduit également la densité d'espéces d'arbre dans la population reproductrice qui cause
I’augmentation de la distance entre les arbres reproducteurs. Par suite, elle peut également créer les

sous populations dans lesquelles la capacité pour échanger le matériel génétique diminue. D'ailleurs,
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I’exploitation cause des impacts sur les étapes préliminaires depuis 1’origine et le développement d'une
population comme I’important de nombre de plants juvéniles. Ainsi, des arbres non exploités peuvent
étre tués ou endommagés pendant ou aprés les opérations de collecte (Jennings et al, 2001). Les
conséquences peuvent étre négatives pour le succes de reproducteur et de flux de géne non seulement
des arbres tropicaux mais également d'autres organismes (Nason et Hamrickm, 1997; Dayanandan et

al, 1999).

L’étude comparant les effets de D’exploitation sélective sur la diversité génétique d'une
population de Carapa guianensis en Amazone brésilienne a observé la perte de quelques all¢les rares,
mais une absence des effets sur I’hétérozygotie observé et attendu (Cloutier et al 2007).

Selon Nason et Hamrickm (1997), la réponse de I’arbre a I’exploitation dépend des facteurs
spécifiques a l'espéce qui peuvent influencer la connectivité génétique et les modeles reproducteurs
entre les populations. Une réduction intense de la taille reproductrice de population a le potentiel de
réduire les niveaux de la diversité génétique et par conséquent, affecte 1’adaptation potentiel futur de
I’espéce (Rajora et al, 2000; Glaubitz et al, 2003; Lowe et al, 2005). En plus, la réduction du nombre
d'arbres reproducteurs peut affecter le mouvement de pollinisateur et donc la capacité de dispersion de
pollen, qui pourrait causer une augmentation du taux d'autofécondation et de la consanguinité. Dans un
certain cas, les arbres peuvent devenir isolé dans I'espace et génétiquement, probablement menant a

l'extinction locale (Nason et Hamrickm, 1997).

- Effet de I’exploitation sélective de I’espéce tropicale

L’exploitation de la forét réduit la densité de population et peut causer la perte d'all¢les. Cela
affecte la diversité génétique et la structure génétique spatiale (SGS) et le flux de pollen de la
population (Marivana et al, 2008). Ces facteurs ont été étudiés au niveau de I’espéce d’arbre Bagassa
guianensis Aubl. La diversité génétique a été comparée parmi les régénérations, les juvéniles et les
arbres d'adulte, avant et aprés I’exploitation sélective. L’étude a observé des différences non
significatives entre ces €chantillons. L'immigration de pollen des arbres en dehors de la parcelle de
terrain, la longue distance de dispersion pollen, et le grand secteur de pollinisation de voisinage ont

suggéré que I’espece puisse s’adapter aux impacts de I’exploitation
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Chapitre V : Matériels d’étude
V.1.- Sites et populations d’étude :

Les individus ont été échantillonnés a travers 1’aire naturelle de Dalbergia monticola.

V.1.1- Choix des sites

Le but est de couvrir le maximum possible de toute I’aire naturelle de I’espéce pour mieux
représenter la variabilité au niveau des provenances. Les sites sont identifiés a partir des
documentations et des enquétes préalables auprés des chercheurs et des responsables des services
forestiers. La majorité des sites ont été déja identifié lors de notre étude en DEA. Durant cette présente
étude, les 2 sites Ranomafana (aire protégée) et Bekorakaka (forét exploitée) sont beaucoup
représentées au niveau des échantillons pour mieux approfondir 1’étude a I’échelle de paysage de la
dynamique de la diversité génétique.

En général, les sites sont répartis en 4 zones:

- domaine du Nord : Ampitsongoina, Tsaramolotra

- domaine du Centre Nord : Didy, Ambohijanahary, Antsevabe

- domaine du Centre : Bekorakaka, Madiorano et Ankeniheny

- et domaine du Sud : Ranomafana et Tolongoina

MaheliMamoudzou :
o -
Mayiotle r.usy.ran}g.:.

No :yﬂ{?: mba’

- _._dasib_e-_:Ma nta

Carte n° 2 : Localisation des sites (Boisset , 2007)

V.1.2- Caractéristiques des sites
Les régions d’étude se situent dans la zone de moyenne altitude de Madagascar (situé entre

400 et 1500 m). Les caractéristiques des sites sont résumées dans le tableau n°1
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Tableau n°1 : Caractéristiques des sites d’étude

Domaine Sites Situation Situation Situation climatique Aspects Statut de forét Source
administrative géographique (T® min, max> Poma) pédologique
Tsaramolotra (Ts) | R : Alaotra Mangoro Alt. : 900 — 1200 m - Recueil d’information sur
D : Andilamena Lat. : 16°57° terrain
C : Andilamena Long : 48°44°
F : Behorefo - Génie Rurale Andilamena, 2001
St : Tsaramomlotra min : 12 °C; Sols Foréts classées
- - max : 28 °C ferrallitiques (exploitée)
Ampitsongoina (Ap) R : Alaotra Mangoro Alt. : 900 — 1250 m 750 mm environ (argilo sableux)
D : Andilamena Lat. : 17°05°
C : Andilamena Long : 48°42°
F : Sahavolo
St : Ampitsongona
Centre Nord Didy (Dd) R : Alaotra Mangoro Alt. : 850 — 1200 m - Recueil d’information sur
D : Ambatondrazaka Lat. :18°09° terrain
C : Didy Long : 48°34°
F : Anjohibe - Limites et  dynamique
St : Anjohibe Didy coutumieres dans la forét classée
Antsevabe (Ats) R : Alaotra Mangoro Alt.: 1050 — 1250 m
D : Ambatondrazaka Lat. :17°59° d’ Ambohilero SE
C : Antsevabe Long : 48°32 min : 21 °C; Sols forét classée )
F : Antsevabe ¢ max : 27,4 °C ferrallitiques d’ Ambohilero d’ Ambatondrazaka, 1998
St : - Ambavala 1240 mm (argilo sableux) (exploitée)
- Antsevabe
Ambohijanahary (Aj) R : Alaotra Mangoro Alt. : 950 — 11200 m
D : Ambatondrazaka Lat. : 17°45°
C : Manakambahiny W Long : 48°35°
F : Ambohijanahary
St : Ambohijanahary

R : Région, D : District , C : Commune , F : Forét, St : Site

T® in, : Température minimale ; T p,y : Température maximale
P°,,, : Précipitation moyenne annuelle

22




2éme

partie : Matériels et méthodes

Domaine Sites Situation Coordonnées Données climatique Aspects Statut de forét Source
administrative géographiques (T® min, max> P°ma) pédologique
Centre Bekorakaka (Bk) R : Alaotra Mangoro Alt. : 850 - 1100 m - Recueil d’information sur

D : Moramanga Lat. : 19°06 S - terrain
C : Lakato 19°20° S
F : Manasamena Long 48°10 - - Schéma d’aménagement d’une
St : Bekorakaka, Sandranjahana 0n 1> R , .
,Sahambaky 48°21°E min : 10°C ; Sols Foréts classées forét classée pilote en  zone

Ankeniheny (Ak) R : Alaotra Mangoro Alt. 800 — 1100 m max : 26°C ferrallitiques (exploitée) humide. Forét d’Ankeniheny,
D : Moramanga Lat: 19°02° S - 1700 — 2200 mm (argilo 2000
C : Anosibe an’Ala 19°18’ S sableux)
F : Ankeniheny Long : 48°12° E —
St : - Ankeniheny, 48925’ E

- Madiorano

Andasibe (Md) R : Alaotra Mangoro Alt. 930 — 1080 m min : 10°C ; Sols Parc National - Recueil d’information sur
D : Moramanga Lat : 18°49°- 18°56'S max : 26 - 27°C ferrallitiques terrain
C : Andasibe Long: 48°26' - 1700 — 2200 mm 1700 (argilo
F: AndaSIbe. 48°25'F mm sableux) - Internet: http//www .parcs-
St : - Mantadia, .

madagascar.com/mantadia
- Analamazaotra
Sud Ranomafana (Rn) R : Vatovavy Fitovinany Alt.: 943 m - min : 14 °C; Sols Parc National - Recueil d’information sur
D : Ifanadiana Lat.:21°16'30 S - max : 27,4 °C ferrallitiques terrain
C : Ranomafana Long : 47°26'E - 2922,8 mm (argilo
F : Ranomafana sableux) - Inventaire des légumineuses a
St: - Talatakely, nodosités dans le Parc National
- Vatolampy de Ranomafana, 1993

Tolongoina R : Vatovavy Fitovinany 800 - 960 m min : 15 °C; max : 27°C | Sols Forét classée - Recueil d’information sur
D : Ikongo Lat:21°34'S 2800 mm ferrallitiques (exploitée) terrain
C : Tolongoina Long : 47°32'E (argilo P
F : Malazamasina sableux)
St : Malazamasina Tolongoina
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V.1.3- Description des populations

Dans les 4 zones de provenance, les arbres échantillonnés ont été classés en populations et
sous populations. Cela a été défini a priori en fonction de leur emplacement administratif et
géographique (voir carte n°2). La distance entre les sous populations varient de 3 a 15 km et celle
entre les populations de 15 a 518 kilometres. Les récoltes des échantillons ont été¢ déja commencées

depuis 1’étude antérieure effectuée (Andrianoelina, 2002).

L’effectif des sous populations varie de 9 a 121 individus. Cette différence était due a la faible
densité des pieds trouvés dans chaque site. Mais cette variation d’effectif est bien considérée dans

I’analyse des données.

Tableau n°2: Répartition et effectif par population et sous population

Domaine Population Sous populations Effectif/ sous Total/ Niveau de
population population perturbation

Nord Tsaramolotra Tsaramolotra 10 10 3
Ampitsongona Ampitsongona 9 9 3
Centre-Nord Didy Didy 13 33 3
Valivona 20 2
Anbohijahanary Anbohijahanary 9 9 3
Antsevabe Antsevabe 11 17 3
Ambavala 6 2
Centre Ankeniheny Madiorano 4 8 3
Ankeniheny 4 3
Bekorakaka Sandra jahana 61 201 3
Sahambaky 58 3
Bekorakaka 56 3

Ambodigoavy 8
Manasamena 18 3
Andasibe Analamazaotra 21 30 1
Mantadia 9 1
Sud Ranomafana Mahatazana 26 207 2
Talatakely 121 1
Vatolampy 60 1
Tolongoina Tolongoina 18 18 2

Total 10 20 542

(1) : forét a faible perturbation (faiblement fragmentée, non exploitée)
(2) : forét moyennement perturbée (moyennement fragmentée)

(3) : forét trés perturbée (fragmentée, trés exploitée)
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V.2- Structures spatiales des individus

Cette partie représente la distribution diamétrique des sous populations de Bekorakaka et de

Ranomafana qui seront étudiés dans 1’étude a 1’échelle paysage de la diversité génétique.

Population de Bekorakaka

Distribution en diamétre de la sous population de
Bekorakaka

Fréquence
@

Sandranjahana

Distribution en diamétre de la sous population de

3 8 13 18 23 28 33 33 43 48 53 58 63 68 4

Diamétre en cm

12 18

23 28 33 @ 43

Diamétre en cm

Distribution en diamétre de la sous population de

Sahambaky

Fréquence
y =]

4 9 14 19 24 20 d 39 44

Diamétre en cm

Les sous populations représentent un trés faible effectif d’individus adultes.
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Photo n°6 : Aspect des foréts exploitées a Bekorakaka

26



2°™ partie : Matériels et méthodes

BIEN00 600000 GOEN00 610000
1 L

a0 = [y, -4 _78a000

—T80000

sonooo -

m illage
—TTE000 NF&\jér&
Nﬂjute secondaire
@ Sie Bekorzkala
B Site Sandranjahana
@ Site Sahambaky

776000+

EY

T T
GaG000 L1001 ] GoG000 610000

B Foréts denses humides sampenirentes de basse altiude
Foréts denses hurnides sarperirentes de ba sse aktitude dégradées et secondaires
Foréts denses humides sampenirentes de moyenne sliude
[ Foréts denses hurnides sempenirertes de nnoyenne ahtiude dégradées ethu secondaires
[ Moszique de cultures, jachéres, lanb eauxforestiers, formations gramindennes
Fe== Peuplarnents dEucalyptus

o € L Mlovetens

Sawanes etbu pseudosteppe s 3 wec léments ligneux

Graphique n°1 : Répartition spatiale des individus des sous populations de Bekorakaka
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Population de Ranomafana

Distribution en diamétre de la sous population de Distribution en diamétre de la sous population de
Ranomafana et Talatakely Vatolampy
28 1z
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Le nombre d’individus adultes est faible dans les deux sous populations. La majorité est en

stade de jeunesse.

Photo n°7 : Aspect de la forét du Parc National de Ranomafana
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Chapitre VI : Méthodes d’étude

Ce chapitre concerne les différentes méthodes utilisées (techniques, analytiques et statistiques)

lors de 1’étude de la diversité génétique, de la variabilité de germination et de croissance des plants.
VI.1- Etude de la diversité génétique sur la base des marqueurs moléculaires

L’¢tude de la diversité génétique a ét¢ menée par approche moléculaire. Le marqueur
multiallélique microsatellites a été utilis¢ dans cette étude de diversité génétique selon Ia
catégorisation de Grivet et Noyer, 1999. Il s’agit de microsatellites nucléaires et de microsatellites
chloroplastiques qui permettent de révéler une série de plusieurs alleles pour chaque locus étudié. Les
deux marqueurs ont été testés pour mieux expliciter la structure de la diversité génétique et les flux de

geénes au sein et entre les populations.
VI.1.1 - Mode d’échantillonnage

Dans les 10 populations étudiées, selon les caractéristiques des sites, des sous populations ont
été identifiées. La collecte des feuilles a ét¢ effectué sur les trois différentes strates : adulte, jeune,
régénération (DHP> 20 cm, 10 < DHP< 20 cm et DHP< 10 cm). Mais di a la rareté des pieds de
l'espece, 1’objectif de 20 a 30 individus par strate par sous population n’a pas été atteint. La superficie
d’échantillonnage varie de 5 a 15 ha selon la taille des sous populations et la présence des pieds dans

chaque site.

La méthode par transect suivant les principes du Rapid Assessment Programm (RAP) a été
appliquée pour la récolte des échantillons. La base de cette méthode est d’échantillonner un nombre
fixe de plantes pour toute zone plutét que de prendre une aire type (ESSA, 1996). La longueur du
transect est variable et dépend de la distance a partir de laquelle on arrive a rencontrer le nombre
d’individus fixés. Selon la topographie du milieu, on a choisi une direction et la recherche des pieds de
Dalbergia monticola a été effectuée dans un rayon de 10 a 15 m par transect (20 X 20m). La distance
entre deux individus consécutifs trouvés est trés variable. Elle est située entre 2 a 500 m. Le nombre

des échantillons par site dépend aussi du nombre des pieds trouvés (cf tableau 2)
VIL.1.2- Collectes des échantillons de feuilles

Pour les espéces foresticres, les feuilles sont le matériel végétal utilisé dans I’étude de la
variabilité génétique par marqueurs moléculaires. Des échantillons des feuilles saines (couleur verte
sans trace de maladie) ont été récoltés sur chaque individu a étudier. En général, les feuilles des arbres
dans les foréts naturelles sont attaquées par des insectes ou présentent parfois des maladies (ex :
fumagines). Par conséquent, les feuilles ont été prélevées sur le rameau qui a présenté des feuilles a

majorité saines. Les feuilles (folioles) collectées pour chaque individu ont été supérieures a 30 pour
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avoir les quantités suffisantes pour les différents essais a effectuer sur 1’analyse moléculaire. Chaque
échantillon des feuilles par individu a été conservé et séché dans des sachets contenant 10 g de
silicagel durant son transport. Les caractéristiques des individus échantillonnés sont présentées en

annexe I.

Photo n°8: Collecte des feuilles a partir d’une branche (cas d’arbre isolé a Bekorakaka)
VI.1.3- Analyse par marqueur moléculaire

Les marqueurs moléculaires permettent d’observer de fagon fine le polymorphisme de
séquence de I’ADN au niveau de certain nombre de sites ou locus, repartis sur le génome. Ils ont de
nombreuses applications possibles en génétique végétale. Il révelent directement le polymorphisme de

I’ADN, les séquences ciblées correspondantes ou non a des séquences codantes.

Dans cette étude, les 2 types de marqueurs utilisés pour la révélation des polymorphismes sont
les marqueurs microsatellites chloroplastiques et nucléaires. La combinaison de ces deux marqueurs
facilite la compréhension de I’historique et I’événement récent d’une population. Elle donne aussi des
informations complémentaires sur le modéle entendu de flux de géne que les chloroplastes ont

transmis par graines chez les angiospermes (Petit et al, 2005).

a) Extraction ’ADN
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L'étude de la variabilité génétique est faite a partir de 'ADN des feuilles des individus étudiés.
Leur extraction a été effectuée selon la méthode de Bosquet et al 1990. L'ADN est extrait a partir de
100 mg de feuilles séches qui ont été broyées dans un mortier avec de 1’azote liquide. 650 pl de
tampon chaud ont été ajouté dans la poudre mise dans un tube Eppendorf de 13 ml. Ce tampon est un
mélange de 100 mM Tris—HCI pH 8.0; 1.4 M NaCl; 20 mM ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA];
2% mixed alkyl trimethyl ammonium bromide [MATAB]; 1% polyéthylene glycol [PEG] 6000. Le
mélange a été placé pendant 30 mn dans de bain-marie 65°C. Puis apres, 1’échantillon a été lavé avec
du chloroforme (isoamyl alcohol, 24:1) pour enlever le débris cellulose et de protéine. Apres 15 mn de
centrifugation a 4500 tr/mn, la phase liquide a été transférée a nouveau dans un tube de 13 ml et
I’échantillon est relavé encore avec du chloroforme puis centrifugé. La phase liquide est apres
transférée dans un autre tube de 13 ml. Des solutions d’acétate de sodium (3 M, ph 5,450ul) et
d’isopropanol (5ml) ont ét¢ mélangées avec 1’échantillon et les faire retourner doucement. Les
mélanges ont été aprés placés a - 20°C pendant 15 mn pour la précipitation de I’ADN. La pelote
d’ADN a été lavée avec 1’éthanol 70% puis transféré dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. Ce dernier a
été centrifugé pendant 5 mn a 1900 tr/mn. Aprés I’élimination de 1’éthanol, la pelote d’ADN a été
séchée et laisser en suspension avec 200 ul d’eau stérile pendant 20 mn a 37°C. L’extrait d’ADN a été

stocké apres a -20°C. Ce processus d'extraction est beaucoup détaillé en annexe I1.

b) Mise au point et génotypage par les marqueurs microsatellites nucléaires

Compte tenu de leur taux de mutations élevées et de leur hérédité biparentale, les
microsatellites nucléaires constituent des outils adaptés a une évaluation de la diversité et de la

structuration génétique
- Amplification et marquage

Huit microsatellites nucléaires polymorphes composés de répétitions de deux nucléotides ont
été définis par la construction de la banque génomique du Dalbergia monticola (Favreau et al, 2007).
II s’agit de: mDmCIRA0O4, mDmCIRAO8, mDmCIRA12, mDmCIRB06, mDmCIRCO02,
mDmCIRC10, mDmCIRDO1 et mDmCIRDO02. L’amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction)

se fait a I’aide de ces amorces. Les caractéristiques de ces 8 amorces sont décrites en annexe 1X.

Chaque couple d’amorces a été marqué par une « queue M13 », sensible a la lumicre,

permettant de détecter avec 1’appareil séquenceur (LICOR IR2) les produits d’amplification.
- Génotypage avec le séquenceur LICOR

Les produits d’amplification ont été analysés avec I’appareil séquenceur LICOR IR2. Ce
dernier permet de lire les séquences ou polymorphisme des individus étudiés. Les différents protocoles
et les conditions de manipulation du séquenceur sont donnés dans 1’annexe IV. Les analyses des

fichiers de gel sont faites avec le logiciel de génotypage Saga 2.0.
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Photos n°9 : Lors du dép6t des produits d’amplification dans le séquenceur LICOR-IR2
(Laboratoire Cirad Lavalette)
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Photo n°10 : Photos de gel obtenu aprés lecture par le séquenceur LICOR IR2

¢) Mise au point et génotypage par les marqueurs microsatellites chloroplastiques

Les microsatellites sont classés parmi les marqueurs multialléliques. Ils sont marqués par des

répétitions en tandem de motifs nucléotidiques. Les motifs les plus courants sont (A)n; (TC)n;
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(TAT)n ; (GATA)n, avec n le nombre de répétition vari¢. Les microsatellites sont utilisés comme
marqueurs pour I’évaluation de la diversité génétique des populations car ils présentent des

caractéristiques polymorphes trés élevées.

Pour I’ADN chloroplastique, il est a noter qu’il est a hérédité uni parentale maternelle chez les
angiospermes (Ndoyé¢, 2001). L’ADNc est don transmis uniquement par la mére, et évolue assez peu
au cours du temps car il n’y pas de brassage génétique a ce niveau. Ces propriétés de I’ADNc et ces
caractéristiques des marqueurs microsatellites permettent de suivre les flux de génes chloroplastiques
et d’analyser la dynamique de la diversité génétique a des échelles de temps importantes. Ils sont des
bons marqueurs pour I’évaluation de la structure génétique des populations (Weising et Gardner,
1999).

a- Amplification par PCR

Apres les tests effectués sur 8 individus avec les 40 paires d’amorces microsatellites décrits
par Weising et Gardner, (1999) et Bryan et al, (1999), trois amorces ont montré de polymorphisme et
ont été utilisés pour I’amplification des échantillons. II s’agit des amorces : Ccmp4n Cemp6, Ccmp?7.

b- Migration sur gel d’acrylamide

La détermination du polymorphisme au niveau de chaque locus a été effectuée en faisant
migrer les produits amplifiés sur gel d’acrylamide par électrophorése.

c- Révélation au nitrate d’argent

La révélation du polymorhisme des séquences a été effectuée par la méthode photochimique
de coloration en nitrate d’argent. Les bandes révélées sur le gel ont été photographiées. La
différenciation ou non de la taille des bandes observés indique le polymorphisme des individus

étudiés.

d) Méthodes d’Analyse de la diversité

Sur la diversité génétique, 1’analyse des données avec les différents logiciels (Popgene, Fstat,
Arlequin, Structure, Darwin, Phylip) permet d’avoir des résultats comparables et/ou complémentaires
sur la structure de la diversité génétique a différentes échelles (aire naturelle, paysage), d’expliquer les
flux de géne au sein et entre les populations étudiées et de tester I’isolement génétique par la distance

des populations

Dans cette analyse de la diversité génétique a I’échelle de I’aire naturelle de Dalbergia

monticola, 517 individus ont été étudiés repartis dans 10 populations et de 20 sous populations.
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- Analyse de la diversité génétique a I’échelle naturelle

Avec marqueurs microsatellites nucléaires

L’analyse des différents parameétres de diversité génétique a été effectuée avec les logiciels
GENETIX et FSTAT. Des test de significativité des valeurs observées des estimateurs de Fy;, Fis et F
(Weir et Cockerham, 1984) ont été effectué. Cela est obtenu apres trois séries de permutations :
permutation globale sur les alléles, permutation des alleles a I’intérieur de chaque population et

permutation globale des individus

Une premiére analyse de la diversité du Dalbergia monticola au niveau de D’aire
échantillonnée nous permet d’estimer le nombre d’all¢les, 1’hétérozygotie observée et 1’hétérozygotie
attendue selon les proportions d’Hardy-Weinberg, ainsi que 1’indice de fixation Fj; et 1’indice de
différenciation Fy (aussi appelé théta de Weir et Cockerham). Ces parameétres sont calculés par le
logiciel GENETIX version 4.05 (Belkhir et al., 1996). L hétérozygotie attendue est calculée sans biais

d’échantillonnage selon Nei (1978) selon la formule :
r
He= Xh /1
=1

avec h=2n(1-2x;?)/(2n-1) et ou hk est la valeur de h au kiéme locus, r est le nombre de locus, n

est la taille de 1’échantillon, xi est la fréquence de 1’alléle i au locus k dans I’échantillon

Pour considérer I’effet de variation des effectifs, le seuil de significativité des test est ajusté
selon la procédure séquentielle de Bonferroni de p-value=a/n, avec n =10, pour le nombre de

populations, ou n=20 pour les sous populations.
- Etude de gradient de diversité

Des analyses ont été effectuées sur Excel pour observer les gradients de diversité sur les
parametres de diversité, par exemple [’hétérozygotie observée et attendue, I’indice de raréfaction en

fonction de la latitude.

Avec marqueurs microsatellites chloroplastiques

Dans I’analyse des données avec le marqueur microsatellites chloroplastiques, le chlorotype
est défini comme la combinaison de différents alléles établis a chaque locus. Puisque qu’il n’y a pas de
recombinaison naturelle de génome chloroplastique, les chlorotypes ont été traité comme alléles a un
simple locus. La diversité de ces chlorotypes est donc analysée dans 1’utilisation de ces marqueurs.
L’¢étude de cette diversité et les parametres de structure génétique ont été effectu¢ avec le logiciel

Arlequin version 2.0 (Schneider et al, 2000). 11 s’agit de I’index de diversité¢ de géne Hep, le nombre
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de chlorotypes (nacp) et le nombre effectif de chlorotypes (necp) selon Nei (1987). Ces différents

parametres ont ét¢ calculés pour chaque population et sous population.
- Analyse de la structure de la diversité
Structure génétique a I’échelle globale

Avec marqueurs microsatellites nucléaires

Les indices de fixation de Wright (Fi,, Fy et F;) sont estimés selon Weir et Cockerhamm
(1984), soit pour chaque paire de populations, soit sur I’ensemble des populations, soit pour chaque

locus indépendamment ainsi que sur I’ensemble des loci (Raymond et Rousset, 1995).

Les F; sont calculés pour chacune des populations et provenances ainsi que sur 1’ensemble des

échantillons prélevés.

Les Fy correspond a I’indice de différenciation qui mesure la diminution de 1’hétérozygotie
d’une sous population par rapport a la population totale, provoquée par la dérive génétique. Ces deux
indices de diversité sont testés aprés 1000 permutations. Une matrice des Fy 2 a 2 est générée, afin
d’observer le niveau de la différenciation entre les provenances prédéfinies. La significativité des
valeurs est définie aprés test des permutations (moins de 5% de valeurs supérieures a la valeur réelle)

et la correction de Bonferroni (p value = a/n, avec n nombre populations testées)

Dans 1’analyse, le nombre d’alléles est lié a D’effectif de la population. Or le nombre
d’individus est trés varié entre les différentes populations et sous populations. Par conséquent,
I’estimation de I’indice R de richesse allélique avec Fstat.2.9.3.2 (Goudet, 2001) a été effectuée afin de
pouvoir comparer le nombre d’alléles (et par conséquent la diversité) des différentes populations sans
se préoccuper du biais lié¢ a I’effectif de la population. Cet indice se base sur le plus petit nombre
d’individus génotypés pour un locus et pour une population. Il s’agit de ’adaptation de I’indice de
raréfaction de Hurlbert (1971), cité par Mousadik A & Petit, (1996) a la génétique des populations. Le
principe est d’estimer le nombre d’alléles dans un sous échantillons de 2n génes, étant donné que 2N

geénes ont été échantillonnés (N>n)

Afin de comparer les indices de diversité entre les populations, une analyse de variance
(ANOVA) a été effectuée graice a XLSTAT (Addinsoft, XLSTAT Version 2007.6). Cela permet de
savoir si la variable ‘populations’ et la variable ‘locus’ ont un effet sur notre jeu de données de

génotypage. On cherche a définir I’équation du modele :

Yij=p+Pi+Rij

ou p est la moyenne générale, Yij est la valeur du parametre pour la population i au locus j, Pi

est la valeur du paramétre pour le paramétre i et Rij I’effet résiduel.
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Les moyennes de différents parametres de diversité sont comparées deux a deux grace au test t
par paires corrigé de Bonferroni, ce qui consiste a réduire le risque alpha par le nombre de sous
populations en comparaison. Ici le risque alpha aprés correction est de 0.001 lors de I’étude de la
variable ‘populations’. Les ANOVA et les comparaisons se sont basées sur 1’hétérozygotie observée,

attendue (et non biaisée selon Nei, 1978) et I’indice de raréfaction R.

Afin de tester d’éventuels gradients de diversité, les pentes des modeles linéaires définis par

ces trois parametres en fonction de la latitude ont aussi été testés par test de Fischer avec XLSTAT

Avec marqueurs microsatellites chloroplastiques

Pour les marqueurs chloroplastiques, la structure génétique a I’échelle naturelle a été estimée a
partir du logiciel AMOVA (Analysis of Molecular Variance) selon Escoffier et al (1992). Elle est
essenticllement similaire aux autres approches d’analyse de variance de fréquences des génes mais
prend en compte le nombre de mutation de chlorotype. L’indice de différenciation Fg a été donc

estimé lors de cette analyse.
Structure génétique a I’échelle paysage

Les populations de Ranomafana et de Bekorakaka ont été étudiées pour cette étude au niveau
plus local. Les analyses ont cherché a observer une structure génétique au sein de deux types de
populations : la population exploitée de Bekorakaka et la population protégée du Ranomafana. Cette
méthode d’étude a I’échelle paysage permet d’éviter un biais potentiel dans 1’identification des
populations a priori (Manel et al., 2003). Pour connaitre I’organisation spatiale et temporelle de la
diversité génétique de ces populations au niveau local, quelques modéles par approche bayesienne ont

été appliqués. Cela permet aussi de comprendre le niveau de flux de génes entre les populations.
- Comparaison de la structure de la diversité génétique

Ici I’individu est beaucoup étudié. La population et les sous populations sont divisées en
cohorte d’individus juvénile (diamétre inférieur a 10 cm) et d’individus adultes (diamétre supérieur a
10 cm). Les différents parameétres de diversité ont été comparés dans cette étude au niveau de
population et entre les sous population pour chaque cohorte. Il s’agit du nombre d’alléle (Na), de la
richesse allélique (R), I’hétérozygotie attendue (He), les paramétres de F statistique de Wright (Fjs, F
et Fi)

- Structure génétique de population a priori
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L’étude essaie d’analyser les données génétiques des populations sans les informations de
localisations géographiques et de sous populations a priori, dans le but de détecter une structure

génétique. Grace au logiciel STRUCTURE, I’analyse a été effectuée suivant deux modeles :

- le modéle avec admixture : il recherche des populations ancestrales qui pourraient étre a
I’origine des populations présentes aujourd’hui, calcule la probabilité pour chaque nombre de
populations ancestrales inférées. Le coefficient Q attribué a chaque individu correspond au coefficient

de parties d’appartenance a telle ou telle population ancestrale trouvée.

- le modéle sans admixture : Ce modele cherche a construire des clusters dont les fréquences
alleliques suivraient une distribution de Dirichlet, ce qui revient a dire que les clusters sont a
I’équilibre de Hardy-Weinberg. Il calcule la probabilité associ¢e a chaque nombre de clusters inférés.
Le coefficient Q, attribué a chaque individu, indique la probabilité¢ de 1’individu d’appartenir a tel ou

tel cluster inféré.

Pour les deux provenances, les deux mod¢les ont analysé les données a travers le logiciel
Structure 2.2 (Pritchard et al, 2007) avec 80000 itérations de burn-in et 500000 itérations MCMC
(Monte-Carlo Markov Chain) et ce sur 8 Juvéniles pour Bekorakaka avec 163 individus et 7 des 8

Juvéniles pour Ranomafana avec 173 individus.

- Structure génétique en tenant compte les données géographiques

Les distances géographiques entre les individus et les distances génétiques ont été étudiées en
second lieu dans cette structure génétique, le spatial D-model dans le logiciel GENELAND (Guillot et
al, 2005). Ce modéle prend en compte les distances géographiques des individus pour définir les
populations, en posant I’hypothése forte que toute structuration génétique est dépendante des
conditions géographiques (distances physiques, mais aussi escarpement, discontinuités

géographiques).
- Détermination des effets de goulot démographique

Pour détecter un possible événement de goulot d’étranglement au niveau de 1’effectif, la
méthode d’exceés d’hétérozygotie décrite par Cornuet et Luikart (1996) a été appliquée. Le ‘sign-test’
et “Wilcoxon’s signed-rank test’ nous ont permis de tester nos données. Il est pos¢ comme hypothése
que tous les Juvéniles suivent un modéle ‘two-phase mutation’ : 95% de mutations pas a pas et 5% de
mutations ‘multi-step’, comme il est conseillé par Piry et al. (1999) et proposé dans le logiciel
Bottleneck. Les deux tests cherchent a montrer un excés d’hétérozygotie significatif qui est spécifique

des populations ayant subi un événement de bottleneck récent.
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Le sign-test nous donne la probabilité d’un exces d’hétérozygotie, et le*Wilcoxon’s signed-rank test’
une p-value correspondant au rejet de I’hypothése nulle (pas de goulot démographique récent). Ces

tests ne sont pas applicables a des populations ou sous populations moins de 10 nombres d’individus.
- Analyse des flux de génes au sein et entre les populations
- Etude des migrants au niveau des populations et sous populations

Afin de détecter des patrons de flux de genes entre populations définies a priori, le programme
Structure 2.2 a été utilisé en combinant les données de génotypage et les données de populations a

priori.

Le modele sans admixture identifie d’éventuels migrants de premiére, deuxiéme ou troisiéme
génération avec une probabilité associée. On pose 1’hypothése d’alléles corrélés, et plusieurs runs
indépendants sont effectués avec le nombre défini a priori, 200000 itérations MCMC et avec une
période de burn-in de 80000 itérations, et ce pour différentes valeurs du paramétre v (0.05, 0.1, 0.2),
qui correspond a la probabilité a priori d’un individu d’étre un migrant dans une population donnée.

(Pritchard et al, 2000)

- Analyse des tests d’isolement par la distance

Le concept d’isolement par la distance a ét¢ originellement introduit par Wright (1931). 1l
prédit, pour des individus ayant une position fixe dans une population continue, en ne considérant que
des genes neutres, une décroissance de I’identité génétique (Q) avec I’augmentation de la distance
géographique (r). Ce phénoméne s’explique par une dispersion limitée des génes lors des événements
de reproduction. A 1’équilibre mutation-dérive-dispersion, sous un modele de dispersion isotropique,
la fonction Q(r) dépend de la fonction de dispersion des geénes, la densité efficace de la population (D),

du taux de mutation p et de la géométrie de la population.

En se plagant dans le cadre de 1’isolement par la distance, Wright (1943) définit le concept de
taille de voisinage (Nb). Dans le cas ou la dispersion des geénes suit une loi normale centrée de
variance ¢t en une ou deux dimensions (avec D=densité efficace de population), la dispersion des
genes doit créer des groupes d’individus fortement apparentés dont la taille Nb est donnée par : Nb =
4T1Dc?t (en deux dimensions). La taille de voisinage dépend uniquement de ot la variance de
dispersion des génes, qui peut étre subdivisée chez les plantes en variance de dispersion du pollen et
des graines (Crawford, 1984). La structure génétique spatiale (SGS) doit étre forte si Nb ~ 20,
modérée si Nb ~ 200, nulle si Nb > 1000 (quasi-panmixie).
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- Spatialisation de la diversité génétique au sein des populations

Au niveau du peuplement, on cherche a analyser la spatialisation de la diversité génétique
grice aux coefficients de kinship de Ritland (1996) entre les individus sur ’ensemble d’un
peuplement, puis entre les individus adultes (avec des diamétres de plus de 10cm) et les individus que
I’on peut considérer comme des juvéniles (diamétre inférieure a 10cm) et enfin entre combinaison
adultes-juvéniles. Pour que ce coefficient de kinship soit représentatif, les peuplements analysés
doivent étre constitués d’individus répartis de fagon continue, il ne doit pas y avoir de zone
géographique sans individus trop grande. Le logiciel SPAGeDi 1.2 (Hardy & Vekemans, 2002)

propose de calculer le coefficient de kinship grace a 1’équation suivante :

Fij - 21((ZHECiZCj(xlciaxlfja-‘jpla)-"izcizcj l) - l) Zl(fﬂl — 1)

ou Xlcia est une variable indicative (Xlcia=1 si I’alléle sur le chromosome ¢ au locus | pour I’individu
i est a, sinon Xlcia=0), Pla est la fréquence de I’alléle a au locus 1 dans I’échantillon de référence, ml
est le nombre des alléles trouvés dans 1’échantillon au locus 1, et Xci la somme sur les chromosomes
homologues de I’individu i. Les valeurs de Fij peuvent prendre des valeurs négatives pour des paires

d’individus non apparentés. Ces valeurs sont testées par 10 000 permutations.

- Représentation phénétique de la diversité génétique

Dans le but de dessiner des arbres phénétiques, la méthode de Neighbor-Joining a été utilisée a
partir des distances génétiques entre les provenances et populations pour les deus types de marqueurs.
Ces derniéres ont ét¢ estimées entre paires de provenances et paires de populations définies a priori a
I’aide de la distance de Cavalli-Sforza (1967), distance adaptée a la description de la structuration des
populations en considérant leur histoire évolutive, et notamment les effets de dérive. La matrice de
distance a été obtenue a partir du programme GENDIST de PHYLIP 3.66 (Felsenstein, 1993) et a
permis a partir du programme Neighbor de construire un arbre de distances de Neighbor-Joining,
suivant la méthode de Saitou et Nei (1987 ). La robustesse des nceuds a été évaluée a partir de 1000
bootstraps a 1’aide du programme SEQBOOT et I’arbre consensus a été défini par le programme

Consense. L’arbre consensus a été dessiné a 1’aide du logiciel TreeView (Page, 1996).

Une autre méthode a été utilisé pour dessiner un arbre value avec la méthode de Neighbor-
Joining (Saitou & Nei, 1987) avec des distances génétiques différentes : la matrice de Fst 2 a 2 nous
permet d’utiliser les Fst comme distance génétique, en utilisant le logiciel DARWIN 5.0.84 (Perrier et

al., 2003).
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VI1.2- Etude de la diversité de physiologie de germination

Pour la diversité de la physiologie de germination des graines, I’étude a été axée sur les
caractéristiques morphologiques et anatomiques et la germination des graines. La démarche
méthodologique consiste a tester et comparer le taux de différenciation entre et a I’intérieur des
provenances afin de déterminer les corrélations au niveau de la diversité génétique et le taux de

germination des graines.
VI1.2.1- Mode de récolte des graines

Les récoltes des graines ont été effectuées dans les populations de Bekorakaka et de
Ranomafana. Ces derniers représentent le plus en terme de nombre d’individus. Dl a la rareté des
pieds semenciers, tous les pieds produisant des graines ont été échantillonnés. Les fruits ont été
récoltés et étiquetés par pieds pour chaque site pour pouvoir faire des essais inter et intra-provenance.
Les caractéristiques de ces individus semenciers seront présentées dans 1’annexe. Les fruits mirs se
desséchent rapidement sur I’arbre et sous I’effet du vent et/ou des pluies ils tombent par terre. Les
collectes sont donc effectuées sur 1’arbre ou par terre. Mais les gousses collectées par terre sont en
majorité pourries ou déja germées sous 1’effet des pluies. Il est nécessaire de signaler que la période de

maturation des graines de I’espéce est située durant la période des pluies.

Lors de la fructification, les gousses sont infestées par des insectes et presque 80% des fruits
sont avortés. La récolte de maximum de graines a ét¢ donc recommandée lors des descentes pour
assurer les expérimentations. Le cycle de reproduction de I’espéce varie d’une année a une autre et

varie aussi d’un pied a un autre.

Tableau n°3 : nombre d'individus échantillonnés

Provenance Nombre d'individus
Ranomafana (Fianarantsoa) 11
Bekorakaka (Moramanga) 7

Les individus ayant de nombre suffisant des graines nécessaire pour les différents essais ont été
utilisés lors des expérimentations. Pour la provenance de Bekorakaka, il s’agit de 6 individus BA1,
BA3, BA4, BAS, BA6, BAS et pour Ranomafana (6 individus) : RF5, RF10, RF11, RF12, RF13,
RF15.

- Distribution des arbres semenciers (arbres meres)

Les graphiques ci apres représentent la distribution des arbres semenciers dans les deux foréts

de Bekorakaka et Ranomafana.
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Distribution des arbres semenciers a Bekorakaka
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Graphique n°3 : Distribution globale des arbres semenciers pour la forét de Bekorakaka

Distribution des arbres semenciers a Ranomafana
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Graphique n°4 : Distribution globale des arbres semenciers pour la forét de Ranomafana

Les arbres semenciers a Bekorakaka sont beaucoup isolés par rapport a ceux de Ranomafana.
VI1.2.2- Caractérisation des graines

Dans I’étude des caractéristiques des graines, trois types d’analyse ont étudi¢ pour chaque

site : analyse morphologique, analyse anatomique et analyse physiologique des graines.
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- Analyse morphologique

Pour mieux étudier la variabilité au niveau inter et intra provenance des graines, quelques
caractéristiques morphologiques ont été étudiées. Il s’agit du poids, de la taille et la couleur des

graines. Chaque lot de graines (par individu récolté) a été donc considéré.

Pour le poids, le pesage a été effectué avec 10 graines pour chaque lot. La densité est obtenue

par extrapolation du poids obtenus sur les 10 graines.

Concernant la taille, la longueur et la largeur des graines ont été¢ mesurées pour chaque lot. Les

moyennes de chaque lot a été comparé apres.
La couleur des graines est observée globalement a 1’ceil nu pour chaque lot.
- Analyse anatomique

Dans cette partie, la qualité des graines a été observée par cutting test qui consiste a observe a
I’ceil nu 1’état et la qualité intérieure des graines (cotyledon, embryon) en prenant au hasard 10 graines
par individu et en faisant des coupes longitudinale. Le pourcentage des graines apparemment de bonne
qualité est noté pour chaque lot afin de comparer la variabilité inter et intra provenance. Dans cette
analyse anatomique, la teneur en eau des graines apres la récolte a été observée pour connaitre s’il en a

des différences significatives entre les lots d’individus et entre les provenances.
- Analyse physiologique

Cela concerne 1’étude de la variabilité inter et intra provenance du taux de germination et le
temps moyen de germination des graines. Les effets de la température et de la teneur en eau sur la

germination des graines ont été analysés dans cette partie.

Concernant les tests sur 1’effet de la température, 7 niveaux de température ont été utilisés
pour connaitre la température minimale, maximale et optimale de germination de Dalbergia
monticola. 11 s’agit de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35°C. Cela était choisi selon la disponibilité des

incubateurs d’expérimentation et selon la variation climatique de I’origine écologique des graines.

Pour voir la variation de taux de germination en fonction de la teneur en eau, les valeurs de

cette derniére obtenues lors de 1’analyse anatomique des graines ont été utilisées lors des tests.

Le dispositif expérimental effectué lors du test au niveau du laboratoire du SNGF a été formé
d’un bloc composé de 10 graines avec 4 répétitions. Le protocole d’essai de cette étude de physiologie

de germination est présenté dans I’annexe VI.

Le temps moyen de germination est obtenu par la formule :
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Avec n nombre de graines germées a un temps D (nombre de jours depuis le début du test de

germination)

Le test est arrété au bout de 20 jours s'il n'y a plus de variation au niveau de la germination

Photo n°l11 : Essai de germination dans un incubateur a 20°C
VI1.2.3- Analyse statistique des données

Le logiciel Xlstat (version 2007.6) a été utilisé pour 1’étude de variance des résultats obtenus
au niveau de la morphologie, I’anatomie et la germination des graines. Un mod¢le faisant ressortir un
effet provenance et un effet arbre dans les populations a été défini. Pour le test des provenances, le

modeéle a été défini comme suit :
Yij=p+Pi+Rij

ou u est la moyenne générale, Yij est la valeur du parameétre pour la provenance i au caractere

j, Pi est la valeur du parameétre pour le paramétre i et Rij I’effet résiduel
Pour test des familles au sein de chaque provenance, le modéele se présente comme :
Yij=p+ fi+Rijj

ou p est la moyenne générale, fi effet individu mére i au caractére j, Rij effet résiduel
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VI1.3- Etude de la diversité de croissance juvénile
VI1.3.1- Mode d’essai

Les plantules obtenues apres les tests de germination des graines ont été repiquées pour étudier
I’état de leur développement. L’objectif était de voir la variabilité au niveau du développement des

plantules entre et a I’intérieur de provenance.

Le dispositif expérimental a été formé de d’un bloc de 10 plantules X 3 répétitions. Ce nombre
de 10 plantules n’est pas gardé pour quelques blocs car il dépend du nombre des plantules obtenues
apreés germination. Malgré cela, les 3 répétitions ont été respectées. Les calculs ont été apres effectués

a partir des valeurs moyennes par répétition et par bloc.

Deux caracteres de croissance et deux caractéres végétatifs de développement ont été étudiés
(par mesure ou comptage) : hauteur totale, hauteur de I’hypocotyle, nombre des feuilles et nombre de

folioles. Le protocole de mesure pour ces essais est présenté en annexe V1.

Photo n°12 : Modéle de mesure de la hauteur totale du plant de Dalbergia monticola
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Photo n°13 : Vue d’ensemble de la croissance des plantules de Dalbergia monticola en pépiniére
VI1.3.2- Analyses statistiques des résultats

La diversité de croissance juvénile des plants suit également la démarche méthodologique qui
essaie de comparer ’inter et I’intra provenances de 1’espéce au niveau de la croissance des plantules.

Cela méne a I’étude des corrélations sur la diversité génétique et la croissance juvénile.

Pour chaque mesure effectuée pour les différents caractéristiques des graines et la croissance
des plants, des calculs de valeur moyenne, de 1'écart type (déviation standard) et de la variance ont été

réalisés par le logiciel
- Moyenne (m) : moyenne arithmétique des valeurs obtenus
1 F
X= ¥ E x
avec N : nombre de répétition

- Ecart-type ( “z) ou déviation standard : mesure la dispersion des valeurs obtenus autour de

la moyenne

1 & =
) Ty —,jﬁé(ﬁ —-T):
—-oaxta,

avec une probabilité située entre
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- Variance : mesure le degré de dispersion de I'ensemble de données
V(X)=02

Cette analyse de variance permet d’observer si les moyennes des échantillons sont

significativement différentes ou non.
Le modeéle défini pour I’analyse de 1’effet provenance est :
Yij=p+Pi+Rij
ou  est la moyenne générale, Yij est la valeur du paramétre pour la provenance i au caractére
j, Pi est I’effet provenance (effet fixe) et Rij 1’effet résiduel
Au niveau intra provenance, le modele se présente comme :
Yij=p+ fi+Rjj

ou u est la moyenne générale, Yij est la valeur du paramétre pour la provenance i au caractére

j, fi effet individu mere 1 (aléatoire) et Rij effet résiduel

L'hypothése nulle est donnée par o 2A = 0, c'est a dire les moyennes des échantillons ne sont

pas significativement différents.

- Estimation de I’héritabilité génotypique des caractéres :

L’application de I’analyse de la variance a la génétique foresticre permet d’estimer les
principaux parameétres génotypiques qui caractérisent les variables étudiées dans une population
d’arbres. Les mesures prises sur le terrain donnent au niveau des moyennes des valeurs apparentes ou
phénotypiques (P), qui en réalité, se composent d’une « valeur génotypiques » (G) et d’une valeur due

a I’effet de ’environnement (E), d’ou
P=G+E
En terme de variabilité, la variance phénotypique o p° se décompose comme suit :
6°= 6°(G+E) = 6° g + 6% g+2 Cov (G,E)

ol 6° = variance génotypique

o’ g = variance environnementale

Cov (G,E) = covariance entre G et E

Par définition, 1’héritabilité génotypique est la part de la variance phénotypique attribuable a
I’effet du génotype. Il traduit le degré d’hérédité de la variabilité génotypique parentale chez les

descendants. Selon le mode¢le utilisé dans I’analyse de variance, le modele de génétique quantitative

associé se traduit par :
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o’f=1/4 6*A

ou o%f indique la variance génotypique au niveau individu et 62A la variance génétique.
D’ou I’estimation de I’héritabilité génotypique (héritabilité au sens large)
h*f = o?f /( 6°f + 6*wf /R) = h%g
ou o°wf correspond a la variance résiduel et R est le nombre de répétitions.
Cette héritabilité au sens large exprime la part de la variabilité totale qui est reproductible a la
génération suivante par voie végétative. Si la valeur de h*f est égale a 1, il y a eu transmission
fidele des caracteres par les parents aux descendants.
Concernant I’héritabilité génétique ou I’héritabilité au sens stricte, sa valeur est estimé
par la formule :
h?ss = 1/46%A / ( o*f + o*wf) = h?,
Les paramétres o°f et 6>wf sont estimés a partir des «espérances mathématiques» des carrés moyens
obtenus du tableau d’analyse de variance obtenu sur Xlstat.
La valeur de 6*f correspond a (CM, — CM;) / R et a>wf = CM,
ou CMa : carrés moyens factoriels
CMr : Carrés moyens résiduels

R : nombre de répétition

F : variable de Fisher Snedecor = CM, / CM,

Le degré de signification de I’héritabilité génotypique suit celui de la valeur de F, c'est-a-dire

plus la valeur calculée de F est significative, plus I’héritabilité génotypique tend vers I'unité.

- Corrélation entre les caractéres

Des corrélations entre les 4 caractéres étudiés ont été analysés a partir de la fonction « test de
corrélation » sur le logiciel Xlstat. Ce test donne les coefficients de corrélation entre les différents
caractéres sous forme de matrice de corrélation selon le type de Pearson et ainsi la probabilité de

signification ;

L’estimation des coefficients de corrélations est donné par la formule entre chacun de couple

de variables (x, y)

Cov p (x,y)

Rp =
2 2
G pX)-0 p(y
Cov p : covariance phénotypique
Rp : coefficient de corrélation phénotypique entre les valeurs phénotypiques des variables
X,Y : variable a étudier
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3éme

partie : Résultats et interprétations

Chapitre VII : Diversité par approche moléculaire

Ce chapitre représente les résultats obtenus des différentes analyses au niveau de 1’étude de la
diversité génétique. 11 s’agit de la diversité proprement dite, de la structure de cette diversité a 1’échelle
globale et a I’échelle paysage (locale), de I’analyse des flux de géne, de I’isolement génétique et des

effets de goulots démographiques.
VIIL.1- Etude de la diversité génétique a I’échelle de I’aire naturelle
VII.1.1- Diversité intra et inter populations

Les résultats obtenus sur les différents parametres de diversité selon les deux types de

marqueurs seront interprétés successivement dans cette partie.
VI11.1.1.1- Selon les marqueurs microsatellites nucléaires

L’analyse des différents paramétres de diversité génétique a été effectuée avec les logiciels
Genetix et Fstat. Il s’agit du nombre d’alléles moyen par locus (na), de I’indice de richesse allélique
(R), de I’hétérozygotie observée et attendue (Ho, He) et I’indice de fixation (Fis). Aprés élimination
des individus présentant beaucoup de données manquantes, c'est-a-dire des individus montrant plus de
60% de données manquantes, le nombre total des individus étudiés était de 517. En effet, certaines
populations ont été de faible effectif et les résultats obtenus sur ces derniéres n’ont pas été considérés

pour certains paramétres. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau n°4.

Les valeurs obtenues du paramétre de Fis qui mesure la réduction de I’hétérozygotie des
individus a I’intérieur de leur sous population sont toutes positives, variant de 0,12 a 0,44. Mais 4
valeurs de ce paramétre sont non significatives (Tsaramolotra, Ampitsongona, Ambavala et
Ankeniheny). L’hétérozygotie observée est inférieure a I’hétérozygotie attendue selon les fréquences
alleliques et sous I’hypothése de I’équilibre d’Hardy-Weinberg. Ce dernier repose sur les principes de
la panmixie, c'est-a-dire la participation de tout individu de la population ou sous population a la
procréation. Cet équilibre est observé si les Fis sont nuls. Or les valeurs de Fis sont toutes positives et
significatives pour toutes les populations, cela montre I’écart aux proportions de Hardy Weinberg.
Cela veut dire que les populations peuvent étre issues de croisements non panmictiques. Il y a eu donc
une faible dissémination des graines et de pollen et cela peut entrainer des croisements entre

apparentés ou d’autofécondation.
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Tableau n°4 : Diversité génétiques par marqueurs microsatellites

Régions Populations Sous N na R Ho He Ecart type Fis Y%oval<
populations de He
Nord 16 6,87 6,20 0,49 0,75 0,32 0,37 100
Tsaramolotra Tsaramolotra 7 425 0,53 0,74 0,30 0,35 98,7
Ampitsongona Ampitsongona 9 425 0,45 0,61 0,37 0,27 99,7
Centre-Nord 57 12 6,53 0,53 0,82 0,25 0,36 100
Didy 31 9 6,69 0,51 0,80 0,27 0,36 100
Didy 13 5,63 0,55 0,69 0,28 0,22 100
Valivona 18 7,38 0,49 0,82 0,29 0,41 100
Ambohijanahary Ambohijanahary 9 5,14 0,44 0,75 0,30 0,44 100
Antsevabe 17 7,5 6,48 0,57 0,77 0,28 0,26 100
Antsevabe 11 6,13 0,56 0,76 0,37 0,25 100
Ambavala 6 4,25 0,6 0,67 0,35 0,12 87,5
Centre 224 16 6,62 0,55 0,79 0,21 0,30 100
Ankeniheny 7 5,25 0,56 0,77 0,27 0,29 100
Madiorano 4 4,13 0,57 0,75 0,34 0,27 99,7
Ankeniheny 2,38 0,5 0,51 0,44 0,02 48,9
Bekorakaka 188 14,63 7,29 0,55 0,79 0,21 0,31 100
Ambodigoavy 8 5,75 0,62 0,81 0,37 0,25 100
Sandrajahana 59 9,63 0,54 0,76 0,10 0,28 100
Sahambaky 56 10,63 0,54 076 0,14 0,31 100
Bekorakaka 55 11 0,55 0,75 0,15 0,26 100
Manasamena 10 5,75 0,59 0,74 0,20 0,23 99,9
Andasibe 29 8,63 6,73 0,56 0,77 0,27 0,28 100
Analamazaotra 20 7,88 0,58 0,78 0,28 0,26 100
Mantandia 9 5,13 0,52 0,67 0,30 0,24 99,9
Sud 220 18,13 6,99 0,63 0,80 0,19 0,22 100
Tolongoina Tolongoina 18 8,63 6,89 0,66 0,79 0,20 0,17 100
Ranomafana 202 17,13 7,64 0,63 0,80 0,20 0,22 100
Mahatazana 26 9 0,61 0,78 0,21 0,22 100
R-Talatakely 117 13,75 0,59 0,78 0,14 0,23 100
R-Vatolampy 59 11,88 0,64 0,75 0,17 0,15 100

N : nombre d’individus,
na : nombre d’alléles moyen par locus,

R : indice de richesse all¢lique : indice indépendant de 1’effectif de la population
Ho : hétérozygotie observée,

He : hétérozygotie attendue calculée a partir des fréquences alléliques
Fis ((He-Ho)/He), %val< : pourcentage de valeurs inférieures au Fis réel aprés 1000 permutations

Concernant les autres paramétres de diversité, les résultats obtenus sur 1’indice de richesse

allélique (R) n’ont pas présenté de différence significative au niveau des populations étudiées avec les

valeurs variant de 6,48 a 7,64.

A propos de I’hétérozygotie attendu (Ho et He), les valeurs obtenues n’ont pas montré de

différence significatives entre les régions et entre les populations (He varie de 0,75 a 0,82 entre les
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régions et de 0,61 a 0,82 pour les populations) et les sous populations n’ont pas montrés et de et celles

de He 0,614 0,81.

Par contre les valeurs observées sur le paramétre nombre d’alléle (na) tant au niveau région
que population ont présenté de différence significative avec na (région) variant de 6,87 a 18,13 et na
(population) de 4,25 a 17,13. Mais, le faible valeur de na est observé dans les régions du Nord ou le
nombre des individus échantillonnés est trop petit. Or ce paramétre est généralement influencé par la

taille d’effectif de population étudiée.

VII.1.1.2- Selon les marqueurs microsatellites chloroplastiques

Avec les trois amorces chloroplastiques polymorphes utilisés, 18 chlorotypes ont été
obtenus. Les résultats d’analyse tableau ci aprés résume les valeurs des différents paramétres

génétiques obtenus lors de I’analyse des données sur le logiciel Arlequin version 2000.

Sur les 18 chlorotypes obtenus, le C11 est beaucoup fréquent avec un taux de 20,13% et trois
autres (CO1, C02 et C06) a montré un fréquence prés de 10%. Pour les autres chlorotypes, il varie

entre 0,63 et 5,66%.

Concernant les paramétres de diversité, des différences ont été observées entre les régions.
La région du Nord a présenté le plus faible valeur de diversité mais cela peut étre traduit par son faible
effectif d’individus échantillonnés. Pour les autres régions, la diversité est importante avec des valeurs
de Hcep variant entre 0,62 et 0,82. La région du Centre a montré de forte diversité avec de nombre de
chlorotypes égale a 12, de fréquence effectif de 5,78 et d’indice de diversité Hcp 0,82. Ces paramétres
de diversité sont aussi importants au niveau des populations. Cela est bien observé par exemple au
niveau des populations du Centre comme le cas de Bekorakaka et Andasibe (Nacp varie de 7 a 9, Necp
4,5 a 6,07, Hep de 0,78 a 0,83). La figure n°2 montre la répartition des 18 chlorotypes dans les

différentes populations étudiées
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Tableau n°5 : Paramétres de diversité génétique obtenus des marqueurs moléculaires chloroplastiques

Régions Populations izgi ations Ncp Nacp Necp H cp
Nord 13 2.0000 1.1655 0.1420
Tsaramolotra  Tsaramolotra 7 2.0000 1.3243 0.2449
Ampitsongona Ampitsongona 6 1.0000  1.0000 0.0000
Centre-Nord 49 7.0000 3.6545 0.7264
Didy 26 5.0000 2.7040 0.6302
Didy 15 5.0000 2.1028 0.5244
Valivona 11 1.0000  1.0000 0.0000
Anbohijanahary Anbohijanahary 10 6.0000 5.0000 0.8000
Antsevabe 13 3.0000 2.4493 0.5917
Antsevabe 11 2.0000 1.8615 0.4628
Ambavala 2 1.0000  1.0000 0.0000
Centre 39 12.0000 5.7833 0.8271
Ankeniheny =~ Madiorano 8 4.0000 2.2857 0.5625
/Ankeniheny
Bekorakaka 10 7.0000 4.5455 0.7800
Ambodigoavy 9 6.0000 3.8571 0.7407
Sandrajahana®
Sahambaky'”
Bekorakaka®
Manasamena 1 1.0000  1.0000 0.0000
Andasibe 21 9.0000 6.0411 0.8345
Analamazaotra 14 6.0000 3.7692  0.7347
Mantadia 7 5.0000 4.4545 0.7755
Sud 58 5.0000 2.6488 0.6225
Tolongoina Tolongoina 15 3.0000 2.2727 0.5600
Ranomafana 43 4.0000 2.4621 0.5938
Mahatazana 26 3.0000 1.2659 0.2101
Talatakely 17 2.0000 1.7101 0.4152
Vatolampy
Total 159 18.0000 9.8792 0.8988

Nep : nombre d’individus;
Nacp : nombre de chlorotypes par sous population,

Necp : nombre de chlorotype effectif,
Hep : indice de diversité chlorotypique

(2) : Sous populations non étudiées pour chloroplaste
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Figure n°2 : Répartition des chlorotypes dans les différentes populations échantillonnées
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VII.1.2- Gradient de diversité

Avec les résultats obtenus par marqueurs microsatellites nucléaires, 1’analyse des gradients des
parameétres de diversité en fonction de la distance en latitude a été effectuée. Parmi les parameétres
étudiés, c’est ’hétérozygotie observée qui a donnée un coefficient de régression important (R? = 0,72).

Le graphique ci-dessous représente la droite de régression obtenue.
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Graphique n°5 : Gradient de I’indice de raréfaction en fonction de la distance en latitude

Pour I’hétérozygotie observée (Ho), le coefficient obtenu est de 0,720 tandis que pour les
autres parameétres il varie de 0,340 a 0,510. Ce coefficient obtenu pour Ho permet de dire que la
diversité augmente en descendant du Nord vers le Sud. Au niveau de I’indice de richesse allélique R,
le gradient de diversité en fonction de la latitude n’a pas trés remarqué avec le coefficient de

régression de 0,51.
VII.1.3- Structure de la diversité génétique

Les résultats d’analyse sur I’indice de différenciation obtenus sur les deux types de
marqueurs sont interprétés dans cette sous partie pour expliquer la structure de la diversité des

populations.

VI1.1.3.1- Structure par marqueurs microsatellites nucléaires
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Pour le parameétre Fst qui correspond a I’indice de différenciation et qui mesure la diminution
de I’hétérozygotie d’une sous population par rapport a la population totale, la valeur globale obtenue
est de 0,07. Cette valeur est relativement faible. Cela signifie que la différenciation des populations de

Dalbergia monticola dans 1’ensemble de son aire naturelle est peu structurée.

Le tableau suivant représente la matrice de Fst par paire de provenances aprés analyse sur

logiciel GENETIX 4.05

Tableau n°6 : Matrice de Fst par paire de populations (Test avec 1000 permutations)

Nord Centre-Nord Centre Sud

FST TSRM AMPTS Didy AMBHIJ ANTSV ANKN BEKR ANDB TLGN RNFN
Tsaramolotra 0 0.024 0.072 0.103 0.104 0.105 0.085 0.063 0.087 0.092
Ampitsongona 0 0.102 0.082 0.078 0.102 0.103 0.076 0.151 0.129
Didy 0 0.075 0.077 0.032 0.066 0.024 0.084 0.092
Ambohojanahar 0 0.026 0.078 0.070 0.093 0.096 0.079
Antsevabe 0 0.082 0.065 0.089 0.087 0.082
Ankeniheny 0 0.043 0.017 0.101 0.081
Bekorakaka 0 0.030 0.071 0.075
Andasibe 0 0.092 0.090
Tolongoina 0 0.022
Ranomafana 0

TSRM : Tsaramolotra, AMPTS : Ampitssongoina, AMBHJ : Ambohijanahary , ANTSV : Antsevabe, ANKN :
Ankeniheny, BEKR : Bekorakaka, ANDB : ,Andasibe, TLGN : Tolongoina, RNFN : Ranomafana
(en gras les valeurs significatives aprés permutations et correction de Bonferroni)

D’apres les tests de signification, les valeurs observées au niveau du Fst des populations du
Sud avec les autres populations sont toutes significatives. Elles sont aussi significatives entre les sous
populations du Sud. Pour les autres populations, les faibles effectifs des individus de population et des

sous populations peuvent expliquer la non signification du Fst : cas du Nord et du Centre Nord.

Pour la population du Sud, la diminution de I’hétérozygotie des sous populations peut étre
expliquée par le faite que leur distance géographique est plus importante par rapport aux autres

populations. Cela peuvent conduire a leur isolement et entraine un flux de géne moins efficace.
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- Structure de ’arbre de Neighbor-Joining par les marqueurs microsatellites nucléaires

La construction de 1’arbre de Neighbor-Joining ci aprés est faite a partir des valeurs de Fst

entre paires de populations. Ces valeurs sont utilisées comme distances génétiques.
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Figure n°3 : Structure de I’arbre de Neighbor-Joining a partir des données nucléaires (apres test
de1000 permutations)

L’arbre montre que les populations du Nord et du Sud sont éloignées du point de vue distance
génétique. Mais en général, les populations se regroupent selon leur région sauf pour la population de
Didy qui se rapproche de la population du Centre. La grande séparation entre le Nord et le Sud peut
étre expliquée par la distance géographique qui les sépare et qui entraine un faible flux de geéne entre

les populations de ces régions.

VI1.1.3.2- Structure par marqueurs microsatellites chloroplastiques

95



3°™ partie : Résultats et interprétations

Avec les marqueurs microsatellites chloroplastiques, la différenciation est beaucoup observée
tant au niveau population que sous population. Les valeurs de Fst au niveau des populations sont
élevées et significatives (Fst = 0,49). Les résultats d’analyse sur AMOVA ont montré que 43% de la
variabilité a été distribué au niveau des régions et 6% au niveau des populations a I’intérieur de région.
A D’échelle de sous population, I’analyse a donné une importante valeur de Fst égale a 0,65 dont 38%

de variabilité a été repartie au niveau de régions et 26% a travers des sous populations.

L’analyse par paire de Fst des populations a présenté des valeurs variées entre 0,049 a 0,76.

Treize valeurs par paire de Fst a té significativement différent de 0.

- Structure de ’arbre de Neighbor-Joining par les marqueurs microsatellites chloroplastiques

La figure ci aprés représente la structure de I’arbre de Neighbor-Joining avec le logiciel

DARWIN

Ankeniheny (Centre)

Andasibe (Centre)
Bekorakaka (Centre)
Ampitsongoina (North)

78
Jsaramolotra (Morth)

Tolongoina (South)
Ranomafana (South)
Antsevabe (Centre Morth)

Anbohijanahary (Centre Morth
Didy {Centre MNorth)

Figure n°4 : Structure de I’arbre de Neighbor-Joining a partir des données chloroplastiques
(apreés test de1000 permutations)

VII.2- Isolement génétique par la distance
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Les résultats d’étude sur I’indice de différenciation Fst ont déja montré une diminution de
taux de I’hétérozygotie des populations du Nord au Sud. Cette diminution est expliquée par la distance
géographique des régions des populations étudiées. Dans cette partie, la corrélation entre ces valeurs
de Fst et les distances géographiques des populations sont étudiées. Cela est faite a partir de la matrice
de Fst 2 a 2 entre les populations, et la matrice des distances géographiques 2 a 2 entre les populations
en analysant la variation des Fst de paires de populations en fonction de la distance géographique

(Rousset, 1996)

Avec le test de Mantel, on a révélé une corrélation positive et significative entre les distances
génétiques et géographiques avec un coefficient de corrélation de Pearson de 0.63 et une probabilité

associée de 0.012. L’indice de différenciation Fst augmente avec la distance.
VIL.3- Analyse des effets de goulots démographiques

L’étude essaie de connaitre si, la réduction des effectifs au niveau des juvéniles polymorphes
due a l’exploitation intensive montre une rapide réduction de la diversité allélique que de
I’hétérozygotie. C'est-a-dire, voir si la population étudiée présente un exces d’hétérozygotie qui
marque les populations ayant subit les effets de goulots démographiques. Les résultats des tests sont

présentés dans le tableau n°7 ci-apres.

Tableaun® 7 : Résultats obtenus sur Wilconxon’s sign-rank test

Populations Sign test Wilcoxon’s test
(probabilité) (p-value)
Tsaramolotra 0,56 0,32
Ampitsongona 0,45 0,56
Didy 0,07 0,96
Ambohijanahary 0,59 0,53
Antsevabe 0,21 0,83
Ankeniheny 0,17 0,90
Bekorakaka 0,08 0,81
Andasibe 0,18 0,81
Ranomafana 0,03 0,98
Tolongoina 0,02 0,98

(en gras les populations ayant des effectifs supérieur a 10)
Le sign-test donne la probabilité d’un excés d’hétérozygotie, et le*Wilcoxon’s test’ la p-value

correspondant au rejet de hypothése nulle qui indique I’absence d’effet du goulot démographique.

D’aprés le tableau, les probabilités d’excés d’hétérozygotie obtenues ne montre pas pour les
populations ayant de nombre d’individus supérieur a 10 qu’elles sont en situation de bottleneck récent.

Cela est confirmé avec les valeurs de p-value de Wilconxon obtenues (risque alpha de 0,05).
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VIIL.4- Structure de la diversité génétique a I’échelle du paysage

Cette étude a I’échelle locale permet de comparer la structure génétique et le flux de géne au
niveau des deux types de populations : la population exploitée de Bekorakaka et celle apparemment

non exploitée de Ranomafana (forét protégée depuis vingtaine d’année).

VII1.4.1- Population de Ranomafana

La structure locale de la diversité génétique, la structure génétique défini a priori et le nombre

des migrants par population seront analysés dans cette sous partie.
- Structure locale de la diversité génétique

Des différences significatives sont observées au niveau du nombre d’all¢les (Na) pour les deux
sous populations de Ranomafana (Vatolampy et Talatakely) et pour I’ensemble de la population. La
taille (effectif d’individu important) de population et des sous populations peut expliquer cette
différence. Le nombre d’individus adultes est trois fois plus grand que ceux de juvénile. La différence

est faiblement significative pour les parametres richesses alléliques et hétérozygotie attendue.

Concernant I’index de fixation, les valeurs de Fis observées entre les groupes d’individus
adulte et juvénile pour la population de Ranomafana et pour la sous population de Talatakely sont

significativement différentes (voir tableau n° 7).

Au niveau des valeurs de Fgsr entre les groupes ou cohortes, il n’y a pas de différence
remarquable pour la population (Fsr= -0.002, avec P=0.18) et pour les deux sous populations (Fsr= -

0.006, avec P=0.47 et Fsr=-0.008, P= 0.66).
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Tableau n°8 : Estimation des paramétres génétiques de cohortes pour la population et sous

populations de Ranomafana

Valeur par cohorte Structure de ’ensemble  Structure de cohortes a
de cohorte dans la Pintérieur de
population et chaque populations
sous populations
Populat Sous cohortes N na R He Fis Fir Fsr Fis Fir Fsr Fig
ion population /cohorte
Ranomafana Adulte 106 16.00 102 0.76 0.076** 0.082  0.013  0.070
Juvénile 35 11.40 985 0.74 -0.015 -0.011 0.008 -0.019
Adulte+
juvénile 0.057  -0.002  0.059

Talatakely  adulte 64 13.8 855 0.76 0.098*
Juvénile 28 10.6 857 0.75 -0.032
Adulte+

juvénile 0.062  -0.006 0.068

Vatolampy  Adulte 42 12.80 452 0.74 0.035
Juvénile 7 4.80 4.03 0.66 0.023
Adulte+
juvénile - - - - 0.027 -0.008  0.035

* : significatif a 0,001 d’apres correction de Bonferonni

N : nombre d’individus,

na : nombre d’alléles moyen par locus,

R : indice de richesse all¢lique : indice indépendant de 1’effectif de la population
Ho : hétérozygotie observée,

He : hétérozygotie attendue calculée a partir des fréquences alléliques

(Fis, Fst,Fi1 ) : indice de fixation de Wright

- Structure génétique a priori (sans tenir compte des informations spatiales)

L’analyse sur le logiciel STRUCTURE suivant le modele avec admixture a trouvé deux types
de migrants pour Ranomafana. Ce modéle donne pour chaque individu un coefficient d’appartenance a
chacune des populations ancestrales (appelé aussi coefficient de membership). Cela se traduit comme
une portion de génome qui vient de la population ancestrale défini par deux couleurs (vert et rouge)
pour chaque individu. La figure n°3 représente ces coefficients de « membership » pour chacun des

individus sous la forme d’histogrammes cumulés.

D’aprés les résultats, aucun individu n’a un génome ne provenant que d’une des deux
populations. Ils sont presque tous hybrides. Les deux sous populations a priori ne viennent pas de
chacune d’une des deux populations ancestrales définies par le modéle. Mais d’apreés le coefficient de
membership, chaque sous population de Ranomafana présente des tendances d’appartenance : les
individus de Talatakely se retrouve dans la population verte et inversement ceux de Vatolampy dans la

population rouge.
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Figure n5 : Histogramme des coefficients de membership pour la population de Ranomafana

La longueur de I’histogramme pour chaque sous population correspond a la taille d’effectif

d’individus étudiés.

- Suivant le modéle sans admixture, 1’analyse des données de génotypage a donné deux types
de clusters. Ces clusters sont définis a priori par le modele selon le principe des proportions de Hardy-
Weinberg sur les fréquences alléliques. La figure n°4 illustre la tendance des probabilités pour chacun
des individus d’appartenir a I’une des deux clusters bleu et rose définis a posteriori. Comme avec les
modeles avec admixture, il y a une tendance de fortes probabilités pour les individus de Talatakely
d’appartenir a la population bleue, et de fortes probabilités de ceux de Vatolampy a la population rose.
Mais, comme pour le modéle avec admixture, certains individus ne suivent pas cette tendance : des
individus de Talatakely avec une forte probabilité d’appartenir a la population rose et des individus de

Vatolampy avec une forte probabilité d’appartenir a la population bleue.
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Figure n°6 : Histogramme des probabilités d’appartenance des individus pour la population

de Ranomafana

D’apres la figure, il y a eu d’échange entre les populations ancestrales et cela s’est reflété dans

la population actuelle.

- Structure génétique tenant compte des données spatiales
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Avec le modéle D-Spatial du logiciel GENELAND, I’analyse a été effectuée en prenant
compte des distances géographiques des individus pour définir les populations. L hypothése est que
toute structuration génétique est dépendante des conditions géographiques. Les résultats obtenus
trouvent deux clusters dans I’ensemble des individus de Ranomafana. Le mod¢le donne alors pour

chaque individu, les probabilités a posteriori d’appartenir a chacun des clusters (Figure n° 7).
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Figure n°7: Histogramme des probabilités associées au nombre de clusters inférés
(Modg¢le D-spatial 200 000 itérations, K=1 a 5, 173 individus, 7 loci)

Le graphique ci aprés nous montre la distribution des clusters inférés en affectant chaque
individu a une des deux populations en fonction des probabilités a posteriori. Une différence a été
observée par rapport au modele sans considération des données spatiales. Les individus de Vatolampy
se regroupent dans le cluster rouge et se trouvant dans les longitudes les plus basses, exceptés les deux
individus qui se retrouvent au cluster vert avec des probabilités treés forte de 0.9. Le cluster 1 (vert)

semble étre assez bien délimité entouré du cluster 2 (rouge).
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Graphique n°6 : Distribution spatiale des clusters inférés par le modéle D-spatial de GENELAND

- Etude des migrants au niveau de population

Avec le logiciel Structure, en utilisant 1’information des sous populations a priori, plusieurs tests

indépendants ont été réalisés avec le nombre fixe de populations (K=2) et différentes valeurs des

paramétres v (v= 0,05 a 0,10 ou 0,20), qui correspond a la probabilité a priori d’un individu d’étre

migrant dans une population donnée. Le nombre de migrants issus du test est égal a 2 pour la

population de Ranomafana. Le tableau ci-dessous représente les résultats a différentes valeurs de ‘v’.

Tableau n°9 : Nombre des migrants entre les sous populations 8 Ranomafana

Population

Sous populations  v=0.05 v=0.10

v=0.20

Ranomafana

Talatakely 1 2
/Vatolampy

2
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VIL.4.2- Population de Bekorakaka

Comme la population de Ranomafana, la structure locale, la structure génétique défini a priori

et le nombre des migrants par population seront analysés.
- Structure de la diversité génétique locale

Pour chaque sous population de la population exploitée de Bekorakaka, l'analyse des
parametres de diversité génétique a montré qu'il n’y a pas de différence significative au niveau de
cohorte d'individus juvénile et adulte de chaque sous population, a savoir le nombre d'alléle (Na), la
richesse allélique (R), I'hétérozygotie attendue (e) et l'indice de fixation (Fis). Par rapport a la
population de I’aire protégée de Ranomafana, ce dernier a eu de différence significative au niveau du

nombre d’alléles moyens tant au niveau population que sous populations.

La différentiation est faible pour I’ensemble de cohorte au niveau de population : Fst= 0,034 et
0,043 pour adulte et juvénile cohortes. Il n’y a pas aussi de différence significative entre juvénile et
adulte cohorte pour la totalité des individus de Bekorakaka et les trois sous populations : Bekorakaka,
Sahambaky et Sandranjahana (Fsr= -0.007, avec P=0.47, Fsr= -0.003 avec P= 0.34 et Fsr= -0.012
avec P=0.46).

Tableau n°10 : Estimation des parameétres génétiques de cohortes de la population et sous

populations de Bekorakaka

Valeur par cohorte Structure de I’ensemble de Structure de cohortes a
cohorte dans la P’intérieur de populations
population et chaque sous
populations
Populat Sous cohortes N na R He Fis Fir Fst Fis Fir Fst Fis
ion population /cohorte
Bekorakaka Adulte 85 12.5 1206 0.79  0.293*** 0.301 0.034
12.5
Juvénile 78 1283 5 0.80 0.265%** 0.275 0.043 -0.019
Adulte+

juvénile 163 - 0.278 -0.002  0.280

Bekorakaka adulte 24 9.00 8.37 0.77  0.296%**
Juvénile 31 9.50 8.03 0.77  0.259%%%*
Adulte+

juvénile 55 0.271  -0.007  0.276

Sahambaky Adulte 29 8.53 9.50 0.76  0.261%***
Juvénile 23 8.02 8.33 0.79  0.230%**
Adulte+

juvénile 52 0.245 -0.003  0.247

Sandrajahana Adulte 32 9.17 8.68 0.79 0.272%%*
Juvénile 24 9.67 949  0.77 0.237%**
Adulte+
juvénile 56 - - - - 0.248 -0.012  0.257

* . significatif a 0,001 d’aprés correction de Bonferonni

- Structure génétique a priori (sans tenir compte des informations spatiales)

103



3°™ partie : Résultats et interprétations

Les coefficients de membership sous forme d’histogrammes cumulés pour chacun des
individus des trois populations a priori sont représentés dans la figure n® 6 ci apres. K
correspond au nombre de populations ancestrales définies par le modéle. D’apres
I’histogramme, pour K=3, la population (défini a priori) de Sandrajahana semble étre moins
mélangée par rapport aux deux autres (Sahambaky et Bekorakaka). Cela peut étre expliqué
par le fait que la sous population de Sandrajahana est plus ¢éloignée des deux autres qui sont

rapprochées 1’une de 1’autre.

A partir de ce coefficient de membership, les individus de Sandranjahana peuvent étre
définis appartenir a la population a priori rouge, ceux de Sahambaky a la population bleue et

ceux de Bekorakaka semblent étre issus des 2 populations a priori : bleu et vert.

K=3

0.0
0.a0
0.40

.20

0.o0

Sandra johana Sahambaky Bekorakaka

Figure n°8 : Histogramme des coefficients de membership pour la population de Bekorakaka

- Avec le modele sans admixture, les histogrammes obtenus n’ont pas montré de structure

génétique claire pour la population de Bekorakaka.
- Structure génétique tenant compte des données spatiales

En tenant compte les distances géographiques des individus pour voir les probabilités d’appartenance
de chacun des individus a un des clusters définis a posteriori, les résultats obtenus avec la valeur de K
variant de 1 a 7 ne sont pas trés clairs pour définir la structure génétique avec le nombre indéfini de

clusters (Figure n°9).
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Figure n°9: Histogramme des probabilités associées au nombre de clusters inférés
(Modeéle D-spatial 200 000 itérations, K=1a 7, 163 individus, 8 loci)
- Structure génétique tenant compte les données spatiales

L’histogramme obtenu en tenant compte des distances géographiques des individus avec le
modele D-Spatial est illustré dans le graphique n°® 5 suivante. Les résultats ont montré trois
types de clusters pour 1’ensemble des individus de Bekorakaka. Avec ce nombre de clusters
fix¢é a trois, le modele donne pour chaque individu les probabilités a posteriori d’appartenir a

chacun des cluster. Chaque individu a été alors affecté a un des clusters inférés par le modele.

Distribution des populations a posteriori

5380000

5379000

5378000

Sandra jahana

5377000
o ¢ cluster1
= 5376000
E) 5a75000 m cluster2
° @ Bekorakaka

5374000

5373000 cluster3

5372000 @ Sahambaky

5371000
2118000 2119000 2120000 2121000 2122000 2123000 2124000 2125000 2126000 2127000

latitude

Graphique n°5: Distribution spatiale des clusters inférés par le modele D-spatial
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D’apres le graphique, les clusters 1 et 3 correspondant a des sous populations définis a priori
Sahambaky et Bekorakaka ont montré le mélange des individus de ces deux sous populations. La

population définie a priori Sandrajahana, est constituée par un seul cluster.
- Etude des migrants au niveau de population

L’étude cherche a identifier des migrants putatifs d’une population dans une autre. Avec le
nombre fixe de populations (K=3) et les valeurs variées du parameétre v qui indique la probabilité a
priori d’un individu d’étre migrants d’une population dans une autre (v=0,05 ou 0,10 ou 0,20), les
résultats obtenus ont montré un nombre €élevé de migrants pour la population exploitée de Bekorakaka.

17 migrants ont été identifiés a Bekorakaka tandis que 2 seulement & Ranomafana (Tableau n°11).

Tableau n°11 : Nombre des migrants entre les sous populations a Bekorakaka

Population Sous population v=0.05 v=0.10  v=0.20

Bekorakaka Bekorakaka/ Sahambaky 1 5 5
Bekorakaka /Sandrajahana 0 4 4
Sahambaky /Sandrajahana 3 8 8

Le nombre de migrants entre les sous populations de Sandranjahana/Sahambaky est
relativement élevé par rapport au deux autres couples malgré I’éloignement de Sandranjahana a

Bekorakaka et Sahambaky.

VIL.5- Spatialisation de la diversité génétique a I’échelle locale

L’étude du coefficient d’apparentement ou coefficient de « kinship » de Ritland (1996) en
fonction de la distance entre les individus dans différents sous populations sera étudi¢ dans cette
partie. Les coefficients de kinship entre individus ont été calculés par paire d’individus entre
différents groupes : a savoir entre paires de tous les individus, entre paires d’ individus adultes, entre

paires d’individus appartenant a la classe des juvéniles et enfin entre paires d’individu adulte-juvenile.
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Tableau n° 12: Valeurs des coefficients de kinship entre des individus pour deux classes de distance :
distance de 30m (Fj;30) et 50m (Fjjs0), pentes et coefficients de détermination par populations et types

de paires formées (paire entre individus adulte, entre juvénile et entre juvénile-adulte)

Population Sous catégorie N N3 Fiio N5 Fijso b Sp3o
populations total  pairs pairs
Bekorakaka Bekorakaka Ensemble 50 68 0.037** 82 0.020* -0.0178%** 0.018
Juvénile 30 20 0.030%* 29 0.015%* -0.0224%**
Adulte 20 14 0.083** 8 0.042* -0.0196***
Juvenile/adulte 28 0.025%* 45 0.020%** -0.0196***
Sahambaky Ensemble 52 57 0.0168** 98 0.007%* -0.0128%** 0.013
Juvénile 23 8 -0.109ns 17 -0.084 0.0007ns
Adulte 29 16 0.0386* 32 0.0165* -0.0110*
Juvénile/adulte 33 0.0021ns 49 0.0057* -0.0130%**
Sandrajahana Ensemble 44 45 0.0383** 68 0.0070%** -0.0182%** 0.019
Juvénile 18 7 0.0703** 8 0.0607** -0.0281***
Adulte 26 11 0.0693* 30 -0.0310ns -0.0119*
Juvénile/adulte 27 0.0167ns 30 0.0308** -0.0184***
Ranomafana Talatakely Ensemble 39 59 -0.0046ns 129 0.0127* -0.0099%* 0.010
Juvénile 13 7 -0.0062ns 13 0.0146ns -0.0176ns
Adulte 26 24 0.00797ns 60 -0.0028ns -0.00689ns
Juvénile/adulte 28 -0.0151ns 56 0.03249* -0.01124*
Vatolampy Ensemble 43 94 -0.0099ns 92 -0.0194ns -0.0110%** 0.011
Adulte 38 74 -0.0054ns 72 -0.0156ns -0.0119%%**
juvénile 5 - - - - -
Juvénile/adulte - - - - -

Valeur significative pour (a0 = 5%) pour la randomisation de la distribution spatiale des génotypes : ns; P > 0.05,
* P<0.05 **P<0.0let *** P<0.001.
br pente de régression de Fjj par In de distance.

La structure génétique spatiale de la population exploitée de Bekorakaka est mieux présentée
car 4 valeurs de Fij; et Fijso seulement ne sont pas significatif sur les vingtaines de test effectués

tendis que pour Ranomafana, 10 sur 12 ne sont pas significatives.

Pour la majorité de situation, les pentes de régression 1 sont a majorité négative, et le
coefficient de corrélation avec la distance décroit. Généralement, Fj; a présenté de valeur positive pour
la distance au dessous de 100 m et décroit avec la distance physique (devient de valeur négative). Ce
parametre 1r est significativement différent de zero pour les 10 situations sur 12 pour Bekorakaka

tandis que 2 sur 6 pour Ranomafana

L’estimation du parameétre Spsg de la population exploitée de Bekorakaka est plus grande par rapport a
celle de Ranomafana : respectivement Spz;=0.013 a Sp3c=0.019 et Sp3=0.010 a Spz=0.011.
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Chapitre VIII: Diversité de la physiologie de germination et de la croissance juvénile

Ce chapitre essaie de traiter d’une part les questions posées sur I’influence de la fragmentation
et de Dl’exploitation forestiere sur la capacité de reproduction des semenciers au niveau de la
germination de leur graines et la croissance juvénile de Dalbergia monticola et d’autre part d’analyser
la part du déterminisme génétique et environnement dans 1’expression de la variabilité de la

germination et de la croissance des jeunes plants.

L’étude a été basée en premier lieu sur I’analyse de la variabilité intra et inter provenance de la
physiologie de germination de 1’espéce a partir de la morphologie, I’anatomie et la germination des

graines et en deuxiéme lieu part la détermination de la variabilité de la croissance juvénile.

Dans cette étude la provenance indique le site de la population ou la récolte des graines a été
effectuée. Il s’agit de Ranomafana et Bekorakaka.
VIII.1- Variabilité intra et inter provenance de la morphologie et anatomie des graines

Quelques caractéristiques morphologiques et anatomiques des graines ont été ¢tudiées.

VIII.1.1- Diversité morphologique des graines

La variabilité au niveau de la dimension, du poids des graines pour quelques lots d’individus a
été comparée. La couleur du tégument n’a pas été étudiée car elle ne présente pas de grande distinction

pour I’ensemble des lots avec ses couleurs marron a marron noiratre.

- Dimension des graines

L’observation a I’ceil nu de la dimension des graines donne deux catégories de graines dans un
méme lot : graines a petite taille (3 a 4,5 mm de longueur) et graines a grande taille (de 5 & 7 mm)

(photo n°14). L’épaisseur est de I’ordre de 1mm

Photo n°14 : Variabilit¢ morphologique des graines de Dalbegia monticola

Les résultats d’analyse de variance des caractéres de dimensions des graines effectués sur

Xlstat sont résumés dans le tableau ci-apres
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Tableau n°13 : Résultats des tests d’analyse de variance des caractéres dimensions de graines

Provenance : Bekorakaka Ranomafana Anova (inter-prv)
Individus Longueur Largeur Individus Longueur Largeur Longueur Largeur
(mm) (mm) (mm) (mm)
BA1 575b 3,20 b RF5 545b 2,75b
BA3 570b 2,60 c RF10 485b 3,00 b
BA4 8,30 a 4,30 a RF11 5,00 b 2,40b
BAS 7,90 a 3,70 b RF12 540b 3,00 b
BA6 7,75 a 4,00 a RF13 6,65 a 3,75 a
BAS 5,95b 3,20 b RF15 7,05 a 3,55 a
Moyenne 6,89 3,50 5,73 3,07 6,31 3,28
Anova F 14,05 14,40 11, 39 7,61 7,09 3,37
(intra-prv) Pr>F 0,003***  (,003*** 0,005%** 0,014** 0,014%** 0,08 NS
h?A 0,963***  (,964*** 0,954 %** 0,929**
CV (%) 17,47 17,57 15,80 16,70

a, b, ¢ : regroupement des valeurs
** : hautement significatif ; *** : trés hautement significatif
NS : non significatif ;

A TDintérieur de chaque provenance, la dimension des graines présente une différence
hautement significative. Il y a eu donc variabilité importante sur la taille des graines récoltées entre les
individus. Par contre, la comparaison statistique des valeurs entre les deux provenances a montré que
les graines se différencient seulement au niveau de leur longueur. Par rapport a des valeurs moyennes,
les graines de Bekorakaka sont plus grandes par rapport a celles de Bekorakaka. Le taux d’héritabilité
génétique hautement a trés hautement significative obtenu (0,929 a 0,964) pour les deux caracteres
longueur et largeur des graines indiquent que la variabilité est généralement expliqué par les variations
génétiques, c'est-a-dire d’origine génétique. Apparemment 1’état écologique du milieu n’a pas d’effet

remarquable sur la dimension des graines pour les deux sites.

- Poids de graines

La valeur obtenue en pesant 10 graines répété deux fois par individu (par descendance : lot) et
par site a été analysée.

Tableau n°14 : Résultats des tests d’analyse de variance du caractére poids de graines

Provenance Bekorakaka Ranomafana
Individus Poids Individus Poids Anova
(mg) (mg) (inter-prv)
BA1 196,0 c RF5 131,0c
BA3 159,5d RF10 120,0 ¢
BA4 329,5a RF11 123,5¢
BAS 293,5b RF12 177,5b
BAG6 2550b RF13 195,0b
BAS 213,5¢c RF15 248,0 a
Moyenne 241,7 165,8 203,5
Anova F 127,62 29,95 11,09
(intra-prv) Pr>F 0,000%** 0,000%** 0,003 ***
h?2A 0,952%** 0,983 ***
CV (%) 32,65 29,71

a, b, ¢, d : regroupement des valeurs
*#% : trés hautement significatif
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L’¢étude de la variabilité intra (entre les lots d’individus) et inter provenance a donné des
valeurs trés significativement variable. Cela peut étre expliqué par la variabilité observée au niveau de
la dimension des graines. Les valeurs moyennes obtenus entre les deux provenances indiquent que les
graines issues de Bekorakaka sont plus lourdes (241,7 / 165,8 mg pour 10 graines). En comparant avec
les résultats observés sur la dimension des graines, celles de Bekorakaka présentent de taille
supérieure par rapport a celles de Ranomafana. Ainsi, I’étude de la régression linéaire entre les
caracteres dimension et poids (cf graphique n°7, 8) confirme les corrélations entre les deux caracteres
avec des coefficients de régression importants pour Bekorakaka (0,835 et 0,801) et moyens pour

Ranomafana (0,765 et 0,436).

Le pourcentage des graines de petite taille dans un lot pour Ranomafana peut expliquer aussi
cette différence. Les moyennes obtenues sur le comptage effectué avec 6 individus par provenance ont

donné le pourcentage de graines de petite taille : 37,5% pour Ranomafana et 30% pour Bekorakaka.

La densité obtenue par extrapolation du poids moyen des 10 graines a donné une variation
significative de la quantité par kilo des graines entre les deux provenances. Cela se situe autour de
41 000 pour Bekorakaka et 60 000 graines/kg pour Ranomafana. La variabilité intra lot (intra individu)

des dimensions des graines entre les deux provenances peut expliquer cette différence.

Regression linéaire (Bekorakaka)

Dimension (mm)

0 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Poids (mg)

¢ Longueur m Largeur
—— Linéaire (Longueur)

Linéaire (Largeur)

Graphique n°7 : Droite de régression linéaire entre la dimension (longueur et largeur) et le

poids des graines (cas de Bekorakaka)
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Regression linéaire (Ranomafana)

R?=Q76

Dimension (mm)
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Graphique n°8 : Droite de régression linéaire entre la dimension (longueur et largeur) et le

poids des graines (cas de Ranomafana)

VIIIL.1.2- Diversité anatomique des graines

Deux examens ont été effectués dans cette analyse anatomique des graines. Le premier
consiste a observer rapidement la qualité des graines par « cutting test ». Ce dernier a pour but de voir
la conformation intérieure des graines pour apprécier 1’état de développement de I’embryon et
I’endocarpe et 1’état de maturité des graines. La deuxiéme analyse concerne 1’étude de variabilité de la

teneur en eau des graines apres la récolte.
- Résultats du cutting test

Deux fois 10 graines par lot (individu) par provenance ont été étudiées en les coupant
longitudinalement. Le nombre des graines anatomiquement saines a ét¢ compté aprés et ramené en

terme de pourcentage de bonnes graines. Les résultats de ce cutting test sont présentés dans le tableau

ci apres.
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Tableau n°15 : Résultats de « cutting test »

Provenance Bekorakaka Ranomafana
Individus Cutting test Individus Cutting test Anova
(%) (%) (inter-prv)

BAl 65,0c RF5 550b

BA3 70,0 b RF10 60,0 b

BA4 95.0a RF11 65,0b

BAS 80,0b RF12 65,0b

BAG6 85,0b RF13 70,0 b

BAS8 75,0 b RF15 90,0 a
Moyenne 78,33 67,50 72,50
Anova F 3,50 11,80 5,232
(intra-prv) Pr>F 0,080 NS 0,005%** 0,032*

hzA 0,833 NS 0,955%**
CV (%) 15,23 18,00

NS : non significatif
* : significatif, *** : trés hautement significatif
a,b,c : groupement selon Newman-Keuls

L’analyse statistique des données a montré de différence significative entre les valeurs de
cutting test pour Ranomafana. Par contre, les pourcentages obtenus des tests pour chaque individu de
Bekorakaka ne sont pas significativement différents. Cela peut signifier que les graines issues des
individus de Bekorakaka ont généralement le méme pourcentage de bonnes graines. La valeur
importante de h?A obtenue pour Ranomafana indique que la variabilité observée y semble é&tre

d’origine génétique tandis que pour Bekorakaka il y a eu un certain effet du milieu.

L’analyse des tests entre les deux provenances a donné des valeurs moyennes
significativement différentes. Les graines provenant de Bekorakaka semblent avoir une meilleure
qualité physiologique par rapport a celles de Ranomafana avec un pourcentage de 78,33% de bonnes
graines. La couleur et 1’épaisseur de I’endocarpe indique a premiére vue la qualité des graines pour
Dalbergia monticola. La bonne qualité physiologique pour 1’espéce est marquée par la couleur verte
de I’endocarpe et vert jaunatre a vert blanchatre de ’embryon apres la récolte et la taille moyenne de 1
mm d’épaisseur. Par contre, la mauvaise qualité observée dans les lots de Ranomafana est marquée par

une faible épaisseur des graines (< 0,5 mm).

L’exposition des arbres semenciers dans la forét a de role important sur le développement et la
maturation des graines. Pour le cas de Bekorakaka, la diminution de la densité d’arbres (di a
I’exploitation) entrainant I’ouverture de la canopée du peuplement a d’effets positif. Généralement les
graines issues de Bekorakaka ont eu de bonne conformation des graines (épaisseur et dimension)
tandis que celles de Ranomafana ont présenté de taille fine et petite (tant les cotylédons que

I’embryon).

La mauvaise qualité de certaines graines lors de la récolte est parfois liée au desséchement de
certaines graines qui est observé depuis les phases de la formation et maturation des fruits. Le

changement brusque du microclimat du milieu écologique lors de ces périodes a été un des facteurs
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qui entraine ce desséchement précoce (humidité suivi d’une longue période chaude et séche de 2 a 3

semaines au mois de Décembre et Janvier).

L’étude des corrélations entre dimensions (largeur et longueur) et cutting test a donné les

résultats illustrés dans les graphiques suivants :

Regression linéaire

100,0
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -

Cutting test (%)

- 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Longueur des graines (mm)

¢ Cut — Linéaire (Cut)

Graphique n°9 : Droite de régression linéaire entre longueur des graines et cutting test.

Regression linéaire
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Graphique n°10 : Droite de régression linéaire entre largeur des graines et cutting test.
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Les droites de régression obtenues sur 1’analyse de corrélaion ont données des coefficients de
régression autour de 0,65. Cela indique I’existence de corrélation entre les deux examens effectués.
L’observation morphologique des graines (en particulier la taille) peut indiquer a I’avance la qualité

physiologique des graines, mais cela reste a vérifier par cutting test.
- Etude de la teneur en eau

La teneur en eau correspond au pourcentage d’humidité par rapport au poids humide des
graines. L’objet de I’étude est de connaitre la variation de ce caractére au niveau de chaque individu
vu la variation obtenue sur cuttig test. Les valeurs de la teneur en eau ont été mesurées 2 jours apres la

récolte, c'est-a-dire apres I’extraction des graines de leurs gousses.

Tableau n°16 : Résultats d’analyse de la teneur en eau

Provenance Bekorakaka Ranomafana
Individus Teneur en Individus Teneur en Anova
eau (%) eau (%) (inter-prv)
BA1 790D RF5 11,41 b
BA3 11,0b RF10 9,95b
BA4 9,84 b RF11 7,05¢
BAS 13,25 a RF12 8,84 b
BAG6 11,50 a RF13 12,49 a
BAS8 10,15b RF15 11,03 b
Moyenne 10,60 10,13 10,37
Anova F 7,63 11,36 0,378
(intra-prv) Pr>F 0,014 * 0,005 ** 0,545 NS

La teneur en eau des graines de Dalbergia monticola aprés la récolte a présenté de différence
significative a I’intérieur de chaque provenance. Par contre, la comparaison des valeurs obtenues entre
les deux provenances n’a pas montré de différence. Cela peut étre expliqué par 1’état du microclimat
du milieu lors de la récolte car généralement la période de récolte est située pendant la période de
pluie. Généralement, la teneur en eau des graines observée dans les deux sites est située entre 7 et
13%. Malgré cela, le séchage a I’air ambiant des graines pendant 5 a 6 jours permet d’avoir une teneur
en eau située entre 6 et 8§ % pour I’espéce. Cette derniére correspond a de teneur en eau de

conservation de certaines graines de légumineuses (Kameswara, 2006).
VIII.2- Variabilité intra et inter provenance du taux de germination

La germination en fonction de la température et de la teneur en eau sera étudiée dans cette

partie.
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VIII.2.1- Germination en fonction de la température

Apres I’analyse morphologique et anatomique, deux lots (individus) provenant de Bekorakaka
et deux lots de Ranomafana présentant de nombre suffisant des graines de bonne qualité ont été

utilisés pour les tests de germination.

Selon la disponibilité des graines et des matériels nécessaires pour les essais de germination
(incubateurs), 7 niveaux de température ont ét€ testés pour connaitre la réaction des graines dans
I’étude de la germination. Ils varient de 5 a 35°C. Ils ont été choisis pour connaitre la température
minimale, maximale et optimale de germination de 1’espéce. Les individus BA4 et BA6 pour
Bekorakaka et RF10 et RF 15 pour Ranomafana ont eu le nombre suffisant des graines et ont été

utilisés pour les essais. Les résultats obtenus de ce test sont illustrés dans le graphique n°11.

Taux de germination en fonction de la température
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Graphique n°11 : Variation du taux de germination en fonction de la température
(BA : Bekorakaka ; RF : Ranomafana)

La température inférieure a 10°C ne déclenche pas la germination des graines. Elle semble
bloquer le processus de germination des graines de I’espéce. Ces dernicres sont presque endommagées
aprés 10 a 12j jours de test. Les tests effectués a 15°C ont donné un taux de germination cumulé
variant de 12,5 a 85% pour les deux provenances avec un délai de germination de 14 a 16 jours. Le

début de levée a ce niveau de température a été observé au huitieme jour du test.

Ces résultats indiquent que la température minimale de base de germination pour I’espece
semble se situer entre 10 & 15°C. Le taux de germination maximal a été obtenu a des températures de
20 a 25°C. Cela arrive a 100% pour le lot BA6 provenant de Bekorakaka avec un délai de germination

de 10 jours. Le taux de germination cumulé diminue progressivement entre 25 a 35°C. Cela peut étre
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traduit par les caractéristiques climatiques de la zone écologique de 1’espéce indiquant une

température maximale de 27°C. Le graphique suivant représente le taux moyen de germination entre

les provenances.

Taux de germination moyenne des deux provenances
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Graphique n°12 : Variation moyenne du taux de germination pour les deux provenances (Bk :

Bekorakaka et RF : Ranomafana)

Le taux moyen de germination est important pour la provenance de Bekorakaka (jusqu’a 97,5
%). A chaque niveau de température, les taux de germination de Bekorakaka semblent supérieurs a
ceux de Ranomafana. Cela reflétent les résultats obtenus sur les cutting test (cf Tableau n°15)
indiquant la meilleure qualité physiologique des graines issues de Bekorakaka. Le tableau ci aprés
résume les résultats d’analyse de variance du taux de germination entre les deux provenances a chaque

niveau de température

Tableau n°17 : Résultats d’analyse de variance inter provenance du taux de germination moyen

Taux de germination moyen

Température
Provenance 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C  30°C 35°C
Bekorakaka 0 0 55 90,8 97,3 80,8 65,0
Ranomafana 0 0 25 33,3 87,3 58,3 16,6
Moyenne 40,0 62,08 928 69,58 40,83
F - - 3,00 85,01 2887 236 108,51
Pr>F 0,158 0,001 0,006 0,199 0,000
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D’aprés ce tableau d’analyse, des différences significatives sont observées pour trois niveaux
de température entre les deux provenances (20, 25 et 35°C). Les résultats montre 1I’importance du taux
de germination des graines de Bekorakaka dans les cinq conditions de milieu. Cela peut traduire que
les graines issues de cette forét exploitée de Bekorakaka ont plus de capacité de germination par
rapport a celles de la forét peu perturbée de Ranomafana. La meilleure qualité physiologique des
graines (dimension, poids, anatomie) de cette provenance de Bekorakaka peut expliquer leur

performance en germination.

Etude du temps moyens de germination (TMG)

11 s’agit du temps correspondant au délai moyen mis pour I’ensemble des graines dans un lot a

germer.

L’analyse globale des données a montré que les températures 25° et 30°C ont donné les
meilleurs résultats pour le temps moyen de germination. Le temps moyen mis par les graines pour
germer est de 5,6 jours a 25°C et de 4,9 jours a 30°C. Ces deux valeurs obtenues des deux
températures n’ont pas de différence du point de vue statistique. Mais le taux de germination 100%
obtenue a 25°C montre que la condition est meilleure a cette température qui semble étre donc plus

rapprochée des conditions naturelles de levée des graines.

L’étude du temps de germination moyen entre les deux provenances a été effectuée a partir des

résultats obtenus a 25°C.

Pour Bekorakaka ce temps moyen varie entre 4,8 et 6,5 jours tandis que pour Ranomafana cela
varie entre 5,7 et 7,7 jours. La germination des graines de Bekorakaka prend plus d’avance par rapport
a Ranomafana. Encore une fois, la meilleure qualité physiologique des graines de ce site observée
depuis la phase de cutting test peut constituer une explication. Cette qualité physiologique des graines
facilite les processus de germination. Il s’agit de ’absorption d’eau par la graine, de la reprise des
activités enzymatiques utilisant les éléments nutritifs mis en réserve et des divisions cellulaires

entrainant 1’apparition accélérée de la radicule et de la tige.

Au niveau du temps de levée, pour les deux provenances, la premiére levée a été observée au
troisiéme jour apres le semis. Cela était vérifié au niveau du laboratoire et a la pépiniére ex-situ. La
Séme

durée maximale de levée pour les graines se trouve au 14°™ jour pour Bekorakaka et 1 pour

Ranomafana.

VIII.2.2 - Germination en fonction de la teneur en eau

L’étude concerne la variation du taux de germination en fonction de la teneur en eau des
graines juste apres la récolte. Les lots (individus) étudiés sont ceux qui ont le nombre suffisant de
graines pour I’expérimentation. Cette derniére a été effectuée a 25°C (température proche de celle de
la caractéristique du milieu écologique de I’espéce) qui correspond a la valeur identifiée comme étant

la plus favorable a la germination.
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Tableau n°18 : Taux de germination en fonction de la teneur en eau (a 25°C)

Provenance Individus Teneur en Taux de Moyenne /  Intra-prov
eau (%) germination provenance F
Pr>F
Bekorakaka BAI 7,70 60,00 85,00 3,871
BA3 11,82 70,00 0,015 *
BA4 9,58 95,00
BAS 14,31 87,50
BA6 11,20 100,00
BAS 10,90 97,50
Ranomafana RF5 11,94 42.50 68,33 6,240
RF10 10,01 87,50 0,002 **
RF11 6,40 55,50
RF12 9,71 62,50
RF13 13,19 72,50
RF15 11,39 90,00
Moyenne 76,66
Anova F 7,69
(inter-pvn) Pr>F 0,008 **

Les valeurs moyennes obtenues sur le taux de germination a l’intérieur et entre les

provenances ont montré de différence significative. La variabilité pour la provenance de Ranomafana

est hautement significatif par rapport a Bekorakaka (Pr>F 0,002 **). La teneur en eau des graines

apres la récolte, apparemment variable, a été donc favorable a leur germination. Ainsi, I’analyse de la

courbe de tendance entre les teneurs en eau et les taux de germination n’a pas montré de liaison entre

les deux caractéristiques (coefficient de régression R?>= 0,0834). Il apparait alors que le taux de

germination des graines de I’espéce apres la récolte ne dépend pas de la teneur en eau mais avec la

température du milieu de germination et la qualité physiologique des graines.
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Graphique n°13 : Droite de régression linéaire entre teneur en eau et taux de germination des graines
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VIIIL.2.3 — Corrélation entre le taux de germination et la qualité physiologique des

graines

L’étude par régression linéaire de taux de germination et les résultats de cutting test a

permis de voir la corrélation entre les deux parameétres.

Régression linéaire
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Graphique n°14 : Droite de régression linéaire entre les taux de germination des graines et les

pourcentages de cutting test

Pour I’ensemble des données issus de graines des deux provenances, le coefficient de
régression obtenu (R? = 0,677) semble indiquer de corrélation positive entre les valeurs de cutting test
et le taux de germination. Cela signifie que pour Dalbergia monticola, le pourcentage de cutting test

pourrait indiquer a I’avance un certain taux de germination de ses lots de graines.

VIIIL.2.4 — Corrélation entre la taille des arbres meres et le taux de germination

Cette étude a été effectuée pour voir si la performance de la germination dépend de la taille

des arbres meéres.
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Regression linéaire (Bekorakaka)
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Graphique n°15 : Droite de régression linéaire entre les taux de germination et la taille des

arbres méres a Bekorakaka

Regression linéaire (Ranomafana)
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Graphique n°16 : Droite de régression linéaire entre les taux de germination et la taille des

arbres meéres a Ranomafana.

Les coefficients de corrélation obtenus pour les deux provenances indiquent la présence de
corrélation entre la taille des arbres meres et le taux de germination. Elle est moyen pour Bekorakaka

(R?=0,526) et faible pour Ranomafana (0,362). Par contre les pentes des deux courbes indiquent que le
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taux de germination semble inversement proportionnel a la taille des arbres. C'est-a-dire, les jeunes

arbres méres présentent le meilleur taux de germination par rapport aux adultes.
VIIL.3- Variabilité intra et inter provenance de la croissance juvénile

La variabilité entre les individus et entre les deux provenances (Ranomafana et Bekorakaka) a
été étudiée dans cette partie. Aussi, I’héritabilité génotypique des caractéres obtenue a partir des

valeurs moyennes par provenances a été évaluée et interprétée.
VIIL.3.1- Analyse de variance et d’héritabilité génotypique

Quatre caractéres ont été étudiés a savoir la hauteur totale, la hauteur de I’hypocotyle, le
nombre de feuilles développées et le nombre de folioles (de la derniére feuille développée). Les
données étudiées concernent cinq mesures prises pendant 3 mois de suivi. Les résultats d’analyse
obtenus sur les deux provenances sont résumés dans le tableau n°18 tandis que les valeurs moyennes

obtenues au niveau de chaque individu sont présentées en annexe.

- Comparaison intra provenance

Parmi les caractéres étudiés, la hauteur totale des plantules a présenté de différence
significative durant les 3 mois de mesure notemment pour les deux provenances. L’héritabilité
génétique de ce caractére est trés hautement significative depuis le début de la croissance (h?4 > 0,930)
pour Bekorakaka tandis qu’a Ranomafana, les valeurs sont moyennes a hautement significatives (de
0,769 a 0,834). Cela signifie que la variabilité de la croissance en hauteur est d’origine génétique.
Ainsi I’étude de corrélation entre la hauteur des descendants et la taille des arbres meéres indique une

certaine liaison entre ces caractéristiques.

Regression linéaire (Bekorakaka)
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Graphique n°17 : Droite de régression linéaire entre hauteurs des arbres meres a Bekorakaka

et hauteur des descendant .
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Tableau n°19 : Résultats d’analyse de variance et d’héritabilité des caractéres

Crct Anl\ Prv Bekorakaka Ranomafana

15j 30j 45j 60j 90j 15j 30j 45j 60j 90j

HT (mm) Moyenne 36,00 40,75 46,81 52,53 65,93 36,50 43 33 4741 53,86 68,66
F 15,89 18,83 30,54 14,21 14,72 5,01 5,39 5,87 6,03 4,33

Pr>F 0,0001 0,0001 0,0001 0,000 0,0001 0,010 0,008 0,006 0,005 0,017

h2?, 0,937*** 0,946%** 0,967*** 0,9209%** 0,932%** 0,800* 0,814*%* 0,829%%* 0,834*%* 0,769*

CVp (%) 14,7 14,2 13,1 13,9 13,7 15,90 15,08 17,22 16,19 18,93

Hhyp (mm) Moyenne 21,64 23,17 25,48 27,28 28,01 20,39 22,09 22,70 24,12 26,30
F 7,75 6,632 8,24 9,89 6,83 2,70 2,36 2,46 2,76 1,61

Pr>F 0,002 0,004 0,001 0,001 0,003 0,074 0,103 0,093 0,069 0,230

h2, 0,871%** 0,849 ** 0,876 *** 0,898*** 0,853** 0,629 0,577 0,594 0,638 0,380

CVp (%) 14,10 14,88 12,55 12,34 11,94 14,88 13,14 13,18 12,93 13,10

NFE Moyenne 2,16 2,78 3,92 4,84 5,34 2,65 3,66 4,50 5,69 6,74
F 25,28 6,01 1,78 5,83 4,56 2,68 5,03 6,10 8,06 5,85

Pr>F 0,0001 0,005 0,191 0,006 0,015 0,075 0,005 0,005 0,001 0,006

h2?, 0,960 *** 0,833*%* 0,438 0,828** 0,780* 0,626 0,801** 0,836** (0,883 *** 0,829%%*

CVp (%) 10,78 15,26 18,00 13,86 17,88 25,24 14,29 17,09 14,51 17,44

NFO Moyenne 6,86 7,53 9,42 11,22 12,80 6,78 9,29 10,70 12,63 16,57
F 6,65 6,91 5,57 5,95 5,54 1,98 9,19 15,10 15,15 4,39

Pr>F 0,003 0,003 0,007 0,005 0,007 0,153 0,001 0,000 0,000 0,017

h2, 0,849 ** 0,855 ** 0,820%** 0,831** 0,819%** 0,496 0,891 *** 0,938*** 0,934 %** 0,772%*

CVp (%) 5,55 6,49 6,58 9,67 11,25 4,15 9,57 11,35 8,88 8,76

HT : hauteur total ; Hhyp : hauteur d’hypocotyle ; NFE : nombre de feuilles développées ; NFO : nombre de foliole de la derniére feuille développée ; Crct:
caracteres étudiées ; Anl: résultats d’analyse ; Prv : provenance ; F: variable de Fisher; Pr > probabilité retour; h?s: héritabilité génotypique; CVp (%):
eme

coefficient de variation, 15j ... : mesure effectuée au 15 jour
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Regression linéaire (Ranomafana)
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Graphique n°18 : Droite de régression linéaire entre hauteurs des arbres méres a Ranomafana

et hauteur des descendant

Les coefficients de régression ont eu des valeurs respectives de 0,652 et 0,428 pour
Bekorakaka et Ranomafana. Cela peut expliquer la légére différence au niveau des valeurs
d’héritabilité entre Bekorakaka et Ranomafana. Par suite de I’étude, 1’analyse de corrélation entre ce
caractére hauteur total et le caractéristique morphologique des graines de provenance de ces
descendants a montré un coefficient de corrélation moderé pour Bekorakaka (R?= 0,542) tandis que

pour Ranomafana la valeur est presque nulle (0,04).

Concernant la hauteur de I’hypocotyle, les valeurs obtenues semblent avoir une différence
significative durant les trois mois de la croissance pour les individus de Bekorakaka. Par contre, il n’en
est de méme pour Ranomafana. Les valeurs d’héritabilité génétique y sont faibles (entre 0,380 a
0,638). Ce caractére semble alors influencé par le milieu pour les descendants de Bekorakaka tandis
que ceux de Bekorakaka, les valeurs de h?, sont hautement a trés hautement significatives. La
variabilit¢é au niveau des descendants de Bekorakaka peut étre donc expliquée par de variation

génétique.

Pour les caractéres végétatifs, la variabilité du nombre des feuilles est trés hautement
significative au début du développement de la plantule et diminue vers le troisiéme mois pour le cas de
Bekorakaka. Par contre a Ranomafana, la variabilité est hautement a trés hautement significative sauf
au début de mesure (15j). L héritabilité génétique semble diminuer avec le temps pour Bekorakaka
tandis que pour Ranomafana les valeurs augmentent et deviennent trés hautement significatives a deux
mois (0,883***), D’apreés ces résultats, ce caractére végétatif est apparemment héritable au début de la

phase de développement de la plantule.
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Concernant le nombre de foliole, les valeurs moyennes obtenues a chaque mesure sont
significativement différentes pour le cas de Bekorakaka. L héritabilité génétique fluctue entre 0,819 a
0,855 et reste hautement significatif. Pour Ranomafana, ce caractére a présenté des valeurs moyennes
intra provenances trés différentes pendant les deux premiers mois sauf au 15°™ jour de comptage.
Parallélement, les valeurs de 1’héritabilité h?s sont hautement a trés hautement significatives durant ce
temps. Cela permet de dire qu’il y a une dépendance génétique de ce caractére végétatif au début de la
croissance de la plantule. Au 3™ mois de développement, une diminution de taux d’héritabilité a été
remarquée avec h?4= 0,772 mais il reste significatif. La variabilit¢ du nombre de foliole chez les

descendants de I’espéce est donc généralement d’origine génétique

D’apres ces résultats, le nombre de folioles de I’espece a 1’état juvénile augmente avec 1’age.
Elle passe de 5 a 15 pour Bekorakaka et de 5 a 19 pour Ranomafana pendant 3 mois. Il est a noter que
le nombre de folioles de Dalbergia monticola arrive a 20- 25 voir 30 a I’état adulte (diamétre

supérieur a 20 cm).

- Analyse inter provenances

La comparaison des résultats entre les deux provenances a été effectuée a partir des valeurs

obtenues a 90j de croissance juvénile des plants.

Tableau n°20 : Résultats d’analyse de variance entre les deux provenances

Ht 90j Hyp90 NFE90j NFO090j
(mm) (mm) (mm) (mm)
Bekorakaka 65,93 28,01 5,34 12,80
Ranomafana 68,66 26,30 6,74 16,57
Moyenne 67,30 27,16 6,04 14,68
F 0,535 2,270 15,38 61,03
Pr>F 0,464 NS 0,141 NS 0,000 *** 0,000 ***

Ht 90j : hauteur total a 3mois ; Hyp90j : hauteur de I’hypocotyle a 3mois ; NFE90j : nombre
des feuilles a 3mois, NFO90j : nombre de folioles a 3mois

Les deux caractéres de croissance (hauteur totale et hauteur de I’hypocotyle) n’ont pas montré
de différence significative (Pr > F 0,464 et 0,141) entre les deux provenances avec une croissance en
hauteur prés de 6 a 8 cm et d’hauteur de I’hypocotyle de 2 a 3cm a I’age de trois mois. Cela signifie
que le facteur provenance n’a pas d’effet remarquable sur la croissance juvénile en pépiniére de
I’espéce. Pour les caractéres végétatifs, les valeurs moyennes obtenues entre les deux provenances
indiquent qu’il y a une différence trés significative au niveau du nombre de feuilles et du nombre de
folioles développées durant les trois premiers mois de développement de la plantule. L’héritabilité
génétique de ces caractéres végétatifs permet d’expliquer cette variance entre les deux provenances. Il

reste significatif (hautement significatif) durant la phase de croissance juvénile. Cela peut déja
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entrainer des différences entre les deux provenances. Au troisiéme mois, la diminution des valeurs de
I’héritabilité génétique indique apparemment 1’apparition de I’effet de I’environnement. L’¢tude des

corrélations entre les caractéres suivant peut permettre aussi d’avancer des explications.

VIII.3.2- Corrélation entre les caractéres

Les corrélations entre les quatre caractéres ont été étudiées par provenance a partir des valeurs
par individus pour les cinq mesures effectuées. Il s’agit des caractéres de croissance (hauteur total et
hauteur de I’hypocotyle) et des caractéres végétatifs (nombre de feuilles et nombre de folioles observé
sur la derniére feuille développée). Les résultats obtenus sur Xlstat 2008 sont présentés sous forme de

matrice.

Pour Bekorakaka

Les caracteres de croissance (HT et Hhyp) sont fortement corrélés durant les deux premiers
mois de développement des plantules de ’espéce avec des coefficients de corrélation variant entre
0,733 et 0,975. Au troisiéme mois, ces coefficients descendent jusqu’a 0,561. Cela peut étre traduit par
une diminution de la vitesse de la croissance de I’hypocotyle a partir de ce temps tandis que celle de la

hauteur totale continue a augmenter (cf tableau n°20).

Concernant les caractéres végétatifs, le nombre de feuilles (NFE) et le nombre de folioles
(NFO) développés ont généralement présenté de coefficients de corrélation significatifs sauf au 45
jour. Cela peut étre expliqué par I’absence de variation du nombre de feuilles entre les plantules lors
de cette période de mesure (cf tableau n°18). Ces caractéristiques sont donc moyennement corrélées.
Cela peut signifier que 1’augmentation du nombre de feuille développé suivant 1’dge des plantules

correspond a un certain développement du nombre de folioles.

Entre les caractéres de croissance (Ht et Hhyp) et les caractéres végétatifs (NFE et NFO), le
nombre de feuilles développées seulement a montré des coefficients de corrélations significatifs avec
le caractére hauteur totale durant les deux premiers mois de croissance mais cela devient faible au 3™
mois de croissance. La croissance en hauteur de la plantule peut étre donc traduite au développement
du nombre des feuilles de la plantule D’aprés les observations, les feuilles apparaissent au sommet
entre les phases d’élongation de la plante durant cette premiére phase de développement juvénile.
L’apparition des feuilles est observée sur le bourgeon terminal de la plante et le nombre des feuilles

qui y se développent sont apparemment variable (simple ou double).
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Tableau n°21 : Matrice de corrélation (Pearson) pour Bekorakaka

Variable HT15] HT30j HT45] HT60j HT90j Hhyl5 Hhy30 Hhy45 Hhy60 HHy90 NFE15 NFE30 NFE45 NFE60 NFE90 NFO15 NFO30 NFO45 NFO60 NFO90

HT15j 1

HT30j 0,975 1

HT45] 0,974 0,976 1

HT60j 0,956 0,957 0,982 1

HT90j 0,842 0,850 0,889 0,918 1

Hhyl5 0,897 0,906 0,842 0,808 0,605 1

Hhy30 0,830 0,869 0,784 0,733 0,557 0,972 1

Hhy45 0,859 0,880 0,813 0,745 0,559 0,962 0,973 1

Hhy60 0,859 0,874 0817 0,767 0,562 0,975 0,962 0,964 1

HHy90 0,839 0,858 0,794 0,755 0,561 0,949 0,946 00942 0,987 1

NFE15 0,879 0,891 0,888 0,860 0,753 0,786 0,707 0,743 0,718 0,660 1

NFE30 0,773 0,777 0,797 0,776 0,660 0,650 0,571 0,638 0,645 0,621 0,840 1

NFE45 0,553 0,528 0487 0,522 0,418 0,525 0,420 0420 0,531 0,558 0,530 0,574 1

NFE6O 0,654 0,666 0,738 0,787 0,817 0421 0,310 0301 0,367 0335 0,682 0,713 0415 1

NFE90 0446 0,394 0440 0,515 0,704 0,133 0,056 0,038 0,036 0,047 0,318 0292 0,331 0,667 1

NFO15 0311 0344 0374 0396 0,525 0,125 0,135 0,081 0074 0,101 0,191 0,158 -0,180 0,509 0,563 1

NFO30 0,676 0,633 0,704 0,776 0,747 0381 0240 0284 0278 0261 0,695 0,683 0,338 0,796 0,646 0461 1

NFO45 0456 0483 0522 0551 0,476 0,253 0,153 0,190 0,178 0,170 0,568 0,696 0,402 0,732 0,429 0318 0,716 1
NFO60 0401 0435 0458 0,566 0,551 0,230 0,110 0,088 0,117 0,086 0,528 0482 0335 0,771 0,506 0287 0,778 0,685 1
NFO90 0419 0487 0,510 0524 0481 0304 0217 0257 0253 0212 0,620 0,557 0306 0,660 0225 0360 0568 0,664 0,692 1

Les valeurs en gras sont significativement différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05

HT15j... : Hauteur total au 15, 30, 45, 60, 90 jours

Hhy15... : Hateur de I’hypocotyle au 15, 30, 45, 60, 90 jours
NFE15... : Nombre de feuille au 15, 30, 45, 60, 90 jours
NFO15... : Nombre de folioles au 15, 30, 45, 60, 90 jours
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Pour Ranomafana

Les matrices de corrélation ont montré que les deux caractéres de croissance (HT, Hhyp) sont
totalement liés avec des coefficients variant entre 0,751 a 0, 993 qui sont hautement a trés hautement
significatifs. La croissance en hauteur et celle en hypocotyle sont linéairement dépendantes durant les
trois premiers mois de développement des plantules en pépinicére (cf tableau n°22). Cela est vérifi¢

pour le cas de Bekorakaka.

Au niveau des caractéres végétatifs (NFE, NFO), les coefficients de corrélation sont trés
faibles voir négatifs (-0,038) au début et deviennent significatifs a deux mois (0,747). Au troisiéme il

est a 0,518. La liaison entre les deux caractéres n’est pas donc trop forte pour le cas de Ranomafana.

Concernant la corrélation entre les caractéres végétatif et croissance, la matrice de corrélation
obtenue a montré la liaison entre ces deux caractéristiques sauf entre 1’hauteur de 1’hypocotyle et le
nombre de folioles développées au 3™ mois. Mais ce dernier est expliqué par 1’absence de la
variabilité du caractére (Hhyp) au niveau des valeurs moyennes des plantules de Ranomafana durant
les 3 mois de mesure (cf tableau 18). Le développement des différents caractéres (HT, Hhyp, NFE et
NFO) de la plantule est donc apparemment lié¢ durant la phase de la croissance juvénile de I’espéce.

Cela peut étre expliqué avec I’importance du taux d’héritabilité génétique de ces caractéres étudiés.
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Tableau n°22 : Matrice de corrélation (Pearson) des caractéres pour Ranomafana

Variable HT15] HT30j HT45] HT60j HT90j Hhyl5 Hhy30 Hhy45 Hhy60 HHy90 NFE15 NFE30 NFE45 NFE60 NFE90 NFO15 NFO30 NFO45 NFO60 NFO90

HT15j 1

HT30j 0,975 1

HT45] 0,942 0,978 1

HT60j 0,906 0,945 0,977 1

HT90j 0,773 0,806 0,864 0,931 1

Hhyl5 0,925 0,921 0,877 0,865 0,768 1

Hhy30 0,906 0,928 0,896 0,883 0,784 0,978 1

Hhy45 0,893 0,926 0,906 0,896 0,806 0,969 0,993 1

Hhy60 0,846 0,874 0878 0,902 0,836 0,925 0,957 0,968 1

HHy90 0,801 0,792 0,799 0,814 0,751 0,852 0,874 0870 0,909 1

NFE15 0,622 0,558 0514 0401 0231 0425 0,392 0341 0,298 0,269 1

NFE30 0,651 0,672 0,645 0,629 0,503 0,627 0,674 0,632 0,619 0588 0,507 1

NFE45 0,638 0,659 0,660 0,666 0,551 0,667 0,640 0,612 0,584 0,565 0,402 0,743 1

NFE6O 0,779 0,791 0,794 0,831 0,779 0,758 0,738 0,723 0,735 0,705 0,465 0,786 0,854 1

NFE90 0,627 0,606 0,652 0,736 0,712 0,620 0,566 0,558 0,621 0,666 0,257 0,570 0,804 0,851 1

NFO15 0329 0349 0,305 0336 0266 0477 0547 0,554 0,596 0,480 -0,038 0,596 0317 0338 0,226 1

NFO30 0,743 0,774 0,760 0,773 0,744 0,748 0,750 0,738 0,731 0,668 0,497 0,720 0,767 0899 0,678 0,385 1

NFO45 0,711 0,731 0,674 0,725 0,702 0,701 0,690 0,682 0,655 0,536 0336 0,655 0,708 0,807 0,658 0473 0,846 1
NFO60 0,736 0,731 0,648 0,673 0,610 0,765 0,758 0,749 0,729 0,636 0356 0,622 0,649 0,747 0,551 0,607 0,790 0,921 1
NFO90 0,612 0,591 0,546 0,569 0,523 0490 0456 0448 0391 0262 0388 0352 0,569 0576 0,518 0132 0556 0819 0,738 1

Les valeurs en gras sont significativement différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05
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VIIIL.3.3- Mortalité au stade juvénile

Le taux de mortalité des plants apres le repiquage et pendant le premier stade juvénile des
plantules a été étudié dans cette partie. D’aprées les observations durant les cinq mesures, un léger taux

de mortalité des plants a été remarqué apres le repiquage.

Tableau n°23 : Taux de mortalité observé pour chaque provenance

Mortalité
Période
(Nombre des plants morts)
Provenances NEeIiZ?S 15 30 45  60j 90 Total %
Bekorakaka BAl 20 5 0 0 0 0 5 25
BA3 30 0 0 2 2 2 6 20
BA4 30 0 1 1 0 1 3 10
BAS 30 1 0 0 0 0 1 3
BA6 30 0 0 0 1 2 3 10
BAS 30 0 2 0 0 2 4 13
Total 170 6 3 3 3 7 22 13
Ranomafana RF5 13 2 0 0 0 0 2 15
RF10 29 0 0 0 2 2 7
RF11 11 2 0 0 0 0 2 18
RF12 17 2 0 0 0 1 3 18
RF13 24 0 1 0 1 2 8
RF15 26 1 0 1 0 0 2 4
Total 120 7 0 2 0 4 13 11
Moyenne 12,5
F 0,204
Pr>F 0,661 NS

Le taux de mortalité entre les deux provenances (Bekorakaka et Ranomafana) ne présente pas
de différence significative. Cela est manifesté par la valeur atteignant 25% pour les individus de BA1.
La qualité physiologique des graines produisant ces plantules de BAlpeut étre parmi les explications
de ce taux de mortalité. En effet, les résultats de cutting test ont donné un taux de 65% pour les graines
de BA1. Les taux moyen de mortalité pour chaque provenance sont inférieurs a 15%. Entre les deux
provenances, les valeurs moyennes obtenues n’ont pas présenté de différences significatives. Le taux
de mortalité apres 15 jours de repiquage ne dépasse pas les 10% pour les deux provenances. Ce taux
atteint 13% a trois mois de développement des plantules en pépiniere pour la provenance de
Bekorakaka. La période de développement des plantules qui s’est situé¢ pendant I’hiver (température
variant de 12 a 23°C) peut expliquer ce taux de mortalité. Aussi, les plants repiqués sont issus de semis

a partir de germination a des conditions contrdlées du laboratoire.

91



4°™ partie : Discussions et recommandations

4éme

partie : Discussions et recommandations

Chapitre IX : Discussions

- Discussions méthodologiques

Dans I’analyse de la diversité génétique a partir des marqueurs moléculaires, la combinaison
des deux marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques ont donné beaucoup d’information
sur la diversité et structure génétique des populations. L’étude effectuée sur Dalbergia monticola avec
ces deux marqueurs a montré la complémentarité des résultats obtenus. Il s’agit par exemple des
valeurs obtenus au niveau de I’indice de diversité (Fst), I’hétérozygotie observé (Ho et Hcep), le
nombre d’alléles et chlorotypes (na, ncp). Cette complémentarité est vérifiée aussi avec 1’étude de
Muller (2008) sur 1’étude de diversité et flux de géne de Pterocarpus officinalis Jacq. La combinaison
de ces deux marqueurs facilite également la compréhension de 1’historique et I’événement récent
d’une population. Elle donne aussi des informations sur le modele entendu de flux de géne que les

chloroplastes ont transmis par graines chez les angiospermes (Petit et al, 2005).

Concernant les résultats d’étude obtenu avec les marqueurs microsatellites nucléaires,
¢élimination des 3 loci parmi les 8 utilisés, suspectés d’avoir des all¢les nuls ont montré une 1égére
diminution de la richesse allélique des population et diminue peu la valeur de 1’index de fixation Fis.

Ces résultats sont présentés en annexe (Annexe XI : article en cours de publication).

Lors de I’analyse des données sur la diversité génétique, le taux d’effectif de quelques sous
populations a été étudié sous certaines réserves. Par exemple pour le nombre d’alléles moyens (Na),

les populations sous représentées n’ont pas été¢ généralement considérées dans les résultats.

Pour I’étude de la croissance juvénile des plants, la durée de 3 mois semble étre restreinte pour

statuer clairement sur I’héritabilité et la variabilité génotypiques des caractéres.
- Diversité génétique et facteurs historiques

Autrefois, Madagascar faisait partic du super continent appelé Gondwana. L’lle aurait
commencé sa séparation de ce continent il y a environ 165 millions d’années et serait arrivé a sa
position actuelle il y a 121 millions d’années (Rabinowitz et al. 1983). L'isolement de I'ile depuis cette
centaine de millions d’année ainsi que la diversité des régimes climatiques et des habitats sont a
l'origine d'une combinaison du taux trés élevé de la biodiversité ainsi que celui de 'endémisme. Selon
Aide et Riviera (1998), un des facteurs qui a grandement influencé la structure et la répartition de la
diversité génétique des especes d’arbres dans son aire naturelle est la période de la dernic¢re glaciation

et la migration ultérieur de refuge.
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Pour le cas de Dalbergia monticola, I’analyse de la diversité génétique au niveau des
populations et sous populations étudiées a montré des valeurs d’hétérozygotie He variant de 0,51 a4 0,
82). Ces valeurs sont trés importantes par rapport a certaines études effectuées sur des espéces
provenant des pays insulaires et des pays continental (cf Annexe VIII). Dans le paragraphe suivant ces

taux de diversité de Dalbergia monticola sont beaucoup comparés avec d’autres espéces angiospermes.

- Impact de la fragmentation sur la diversité génétique du Dalbergia monticola dans

son aire naturelle

L’aire naturelle de Dalbergia monticola (forét dense humide de moyenne altitude) est marquée
par des fragmentations des foréts. Cela est dli aux défrichements incessants de la zone qui conduisent
rapidement a la disparition de grandes superficies de foréts. Les peuplements fragmentés se présentent
parfois peu denses sauf les aires protégées et les sous populations sont distantes de 0,5 a des dizaines

de kilométres.

Face a cette situation, la diversité génétique globale de Dalbergia monticola est encore
importante. Par rapport aux résultats des autres études, les valeurs de diversité obtenues par
population et sous population variant entre 0,60 a 0,82 sont élevées et correspondent aux résultats
obtenus pour des espéces qui se trouvent dans des populations non encore exploitées : cas de Swietenia
macrophylla (Lemes et al 2003, Novick et al 2003) originaire d’Amérique centrale, de Grevillea
macleayana (England et al. 2002) de Queensland, Caryocar brasiliense de Brésil (Collevatti et al.

2003) qui sont toutes des espéces angiospermes et continentales.

Selon les résultats obtenus des marqueurs microsatellites nucléaires, la comparaison des
parametres de diversité entre les populations fragmentées et faiblement perturbées (code 1, 2 et 3 dans
le tableau n°2) a montré qu’il n’y a de différence significative entre ces populations sauf le nombre
d’alléles moyens (Na) (cf annexe 1X). Mais ce dernier est beaucoup influencé par la taille des sous
populations. Or dans cette comparaison, le nombre d’individus des populations fragmentées et peu
perturbée n’est pas trop écarté (respectivement 265 et 211) et semble ne pas trop biaiser le test.
L’absence de différence significative au niveau de I’hétérozygotic He peut étre expliquée par les
études menéés par Lowe et al (2005) qui ont montré que le changement de diversité génétique aprés la
fragmentation est observé quand la taille effective de la population est visiblement réduite et prend un
nombre conséquent de générations. Dans leur étude, 1’hétérozygotie diminue de 0,2 aprés 10
générations avec des populations isolées de 50 individus. Pour le cas de Dalbergia monticola, les
activités humaines qui sont beaucoup marquées par les défrichements (tavy) conduisent rapidement a

la réduction de I’aire naturelle de I’espéce et la fragmentation des foréts.

Malgré cela, I’effet de bottlenecks caractéristique des foréts fragmentées n’est pas encore
marqué pour toutes les populations. La fragmentation peut étre donc trop récente (moins d’un

siecle) pour déterminer ces effets de goulot démographique. Ainsi, compte tenu de la longueur du
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temps de renouvellement de la population de Dalbergia monticola (un ou deux siécles probablement),
il est peu probable que l'on assiste a des phénoménes importants de dérive génétique pouvant

fortement différencier les populations sur I’espace de temps d’un ou deux siccles.

Pour les marqueurs microsatellites chloroplastiques, la diversité génétique observée est
également importante et la comparaison des valeurs de Hcp des populations fragmentées et non
fragmentées ne présente pas de différence significative au niveau de ces deux types de populations (cf
annexe VIII). Cela peut étre expliqué par la faible taille d’échantillons étudiée de la population non

perturbée par rapport a 1’échantillon total.

L’isolement par la distance selon 1’axe Nord Sud a été observé pour les populations de
Dalbergia monticola d’apreés 1’étude de gradient de diversité. Cela implique 1’importance de la
considération des quatre régions de provenances de I’espéce (Nord, Centre Nord, Centre et Sud) lors
de la gestion des ressources génétiques de I’espece. Cette remarque est valable pour la .conservation

in-situ et ex-situ.

Les résultats d’é¢tude ont montré une différenciation moins structurée des populations de
Dalbergia monticola dans son aire naturelle. Le mode de dispersion des graines a I’intérieur et entre
populations peut expliquer cette structure avec le régime de reproduction connu de 1’espéce a savoir
«barochorey». Cette faible différenciation peut étre due aussi aux flux de pollen efficaces (entrainant
des croisements des individus entre eux ou avec des individus proches apparentés) et 1’isolement a
cause de la distance des populations. La corrélation positive entre la distance génétique et la distance

géographique affirme alors ce niveau de flux de pollen pour 1’espéce.

Les résultats observés sur la construction des arbres phénétiques regroupent les populations
suivant leur région de provenance. Sauf pour la population de Didy qui se situe dans la zone du Centre
au lieu du Centre Nord. La particularité de cette population de Didy qui s’est placée dans la région du
Nord a été¢ déja remarquée dans 1’étude effectuée par marqueur RAPD lors d’une étude antérieure
effectuée (Andrianoelina, 2002). Une particularité de flux de geéne peut expliquer ce résultat pour

Didy.

Globalement, la structure génétique dans I’aire de distribution naturelle est caractérisée
par la différence entre les populations du Nord et celles du Sud. L’¢loignement par distance de ces
populations explique déja cette différenciation. Cela pourrait résulter aussi d'un différent processus
évolutionnaire historique séparé de zones refuges lesquelles ont été prises durant la derniére glaciation.
Ce point a été signalé dans 1’étude antérieure effectuée qui suggére la possibilité d’une zone refuge

dans la région du Nord pour la forét Didy (Andrianoelina et al. 2006).
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Les valeurs de F;; par populations et sous populations ont montré I’écart aux proportions
d’Hardy-Weinberg au niveau du croisement de I’espéce. Le flux de géne par pollen et le régime
« barochorie » de 1’espéce sont parmi les causes de cet écart. Il y a eu alors une faible dissémination
des pollens et des graines a I’intérieur et entre les populations qui entrainent des croisements des
individus de proche en proche (entre apparentés). Par conséquent les principes de la panmixie ne sont
plus réalisés. Ainsi, I’autofécondation peut se produire au niveau des populations et entrainent cette

structuration.
- Impacts de I’exploitation sur la dynamique de la diversité génétique

L’étude plus localisée au niveau des populations de Bekorakaka et celles de Ranomafana
permet de comparer la structuration de la diversité génétique entre une forét exploitée et une forét

protégée.

En général, D’exploitation des espéces forestires par sélection des arbres conduit a la
diminution de la densité des peuplements et des individus reproducteurs. Pour le cas de Dalbergia
monticola, 1’étude menée sur les différents paramétres génétiques a montré que l'exploitation les

affecte différemment.

Au niveau de I’indice de fixation, pour Bekorakaka, le Fj; est plus élevé par rapport a celui de
Ranomafana avec des valeurs respectives de 0, 31 et 0.22. L’augmentation de la valeur de l'indice de
fixation entre les populations exploitées et non exploitées peut €tre expliquée par les résultats de
croisement entre apparentés et par une consanguinité élevée due a l'isolation des arbres adultes dans
l'aire d'exploitation laquelle favorisa leur propre pollinisation. Cela ménera a 1’abondance des

régénérations issue de ce croisement.

Pour I'hétérozygotie attendue He, elle n'est pas affectée par la réduction de densité des arbres
pour les cohortes jeunes et adultes. Ce résultat est cohérent avec celui de I’étude dans le cas ou le flux
de geéne est efficace et ou le nombre de génération aprés exploitation est petit (Lowe et al, 2005;

Degen et al 2006).

Concernant les autres paramétres comme [’hétérozygotie observée et indice de richesse
allélique, il n’y a pas de différence significative des valeurs au niveau des deux types de population

(exploitée et protégée).

L’étude de coefficient d’apparentement des individus dans chaque sous population a donné de
résultats plus significatifs pour Bekorakaka. La structure génétique spatiale de la population exploitée
de Bekorakaka est donc mieux présentée par rapport a Ranomafana. Ces ceefficients d’apparentement

importants pour la population exploitée de Bekorakaka peuvent étre expliqués par I’importance de
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régénération des individus apparentés par effet de 1’ouverture des foréts dii a I’exploitation qui facilite

la régénération par dissémination des graines.

- Variabilité adaptative au sein des populations naturelles des caractéres liés a la

physiologie de germination

Au niveau des caractéristiques des graines, 1’étude de leur dimension (longueur et largeur)
permet de conclure que les graines de Dalbergia monticola présentent beaucoup de variabilité tant a
I’intérieur (entre pieds d’individus semenciers) qu’entre les provenances. L’hétérogénéité des valeurs

obtenues de ce caractére est généralement d’origine génétique.

La variabilité significative intra et inter provenance du poids des graines peut &tre traduite par
la forte corrélation entre ce caractére et leur dimension. La différence des valeurs moyennes du poids
entre les deux provenances peut étre expliqué par 1’abondance des graines de petite taille pour
Ranomafana. Cela entraine une différence significative inter provenance de la densité par kilos des
graines de 1’espece. Du point de vue génétique, la forte d’héritabilité génétique obtenue au niveau des

deux provenances indique que la variabilité de ce caractére est origine génétique.

Par rapport aux autres especes de Dalbergia étudiées au niveau du SNGF, la densité moyenne
de 49 500 graines/kg pour Dalbergia monticola est importante. En effet pour Dalbergia greveana,
cette densité se situe autour de 41 000 graines/kg et celle du Dalbergia emirnensis est de 42 500. Pour
Dalbergia purpurecens, Dalbergia trichocarpa et Dalbergia mollis (des espéces originaires de foréts
séches), leur densité de graines est largement inférieure a celle de Dalbergia monticola et qui ont des
valeurs moyennes successives 35 000, 29 500 et 25 000 (Photo en annexe [X) des différentes formes

des graines des 6 espéces de Dalbergia).

L’état de fermeture de la forét peut étre un des facteurs qui influence la variation de taille des
graines a l’intérieur de chaque individu. Les deux types de foréts se différencient par le degré de
couverture de la forét di au degré de I’exploitation (cf tableau n° 2). D’ou I’abondance des graines de
petite taille pour I’aire protégée de Ranomafana. Ainsi, les processus de fructification sont marqués
par des multiplications de cellule (transformation de 1’ovule fécondé en graine) qui ont besoin de
lumiére lors des différentes réactions en particulier la photosynthése. Lors de la phase active de
croissance des graines, les besoins en carbone (C) et azote (N) sont trés importants et qui sont satisfaits
au sein d’une gousse principalement par le flux phloémien et par la photosynthése (Pate et al., Peoples

etal., 1985).

Les résultats de cutting tests (par coupe de graines) ont permis d’identifier la meilleure qualité
des graines issues de Bekorakaka. Cela était vérifié par les résultats obtenus sur le taux de germination
moyen de 85% pour Bekorakaka contre 68% pour Ranomafana. Des valeurs intra provenance arrivent

a 100% pour Bekorakaka. La corrélation positive entre le taux de germination et les pourcentages de
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cutting test indique que pour Dalbergia monticola le taux de germination des graines est lié a la
qualité anatomique des graines dont le pourcentage de cette derni¢re pourrait étre observé a 1’avance

par cutting test.

Lors de la récolte et triage des graines, la mauvaise qualité de certaines graines de
Ranomafana est généralement due a I’abondance d’attaque des chenilles ou des insectes depuis la
phase de formation des fruits (gousses). Le degré de fermeture de la forét et donc le degré I’exposition
des arbres semenciers semblent &tre des facteurs qui entrent en jeu dans le développement et la
maturation des graines. Pour le cas de Ranomafana, la forét y est apparemment fermée. Le faible taux
d’insolation ou éclairement pour certains arbres reproducteurs conduit parfois & une mauvaise

formation de certaines graines et favorise 1’attaque des chenilles.

L’étude de I’effet de la variabilité de la teneur en eau des graines apres les récoltes n’a pas
donnée de différence significative sur la germination entre les deux provenances. Il est a signaler que
I’origine écologique de 1’espéce (forét humide) et la période de maturation des graines située en saison
des pluies (janvier - mars) donne une teneur en eau élevée pour certains lots de graines. Mais par
phénomeéne de desséchement accéléré des graines, la teneur en eau arrive entre 6 a 8% aprés quelques
jours de séchage (5 a 6 jours). Le desséchement rapide des fruits sur 1’arbre est aussi observé lors du
passage brusque d’une longue période séche entre la phase de fructification et de maturation des
graines 2 a 3 semaines, ce qui entraine une faible teneur en eau et une mauvaise formation de certaines

graines.

L’étude physiologique sur I’effet de la température a la germination des graines de Dalbergia
monticola indique que ce facteur est déterminant. Ce qui rejoint I’idée du role de la température dans
la vitesse des réactions biochimiques des graines (Pesson, 1975). La température minimale de
germination de 1’espéce entre 10 a 15°C permet de dire que le semis des graines peut étre effectué
durant la période hivernale dans les zones ayant ces niveaux de température. Cette température
minimale de germination pour Dalbergia monticola correspond a celle de beaucoup d’autres graines
tropicales (Tompesett et Kemp 1997). Pour le cas de ’espéce Azadiracta indica, la température
minimale de base de germination est de 11,8°C (Sacandé, 2000) et au dessous de ca les graines

deviennent sensibles au froid.

Concernant la température optimale de germination, la gamme de 20 a 25°C est proche de
celle du milieu écologique de provenance de I’espéce (Ranomafana de 14 a 27,4°C et Bekorakaka de
10 a 26°C). Ce qui a favoris¢ une bonne germination. Cet aspect rejoint les propos de Sento (1976) et
Wood et Prichard (2003) selon lequel la performance de la germination a une gamme de température

refléterait une adaptation a 1’origine écologique de I’espéce.
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L’étude du temps moyen de germination avec la température optimale de 20 a 25°C a permis
d’avoir un taux de germination arrivant & 100% au bout de 5 a 6 jours en moyenne. Vu I’importance
des valeurs obtenues sur le taux de germination de graines issues de Bekorakaka, 1’état de
fragmentation de la forét et la forme de I’exploitation actuelle des arbres de Dalbergia monticola ne
présentent pas encore des effets négatifs sur la capacité de germination. Ainsi, les résultats obtenus des
différentes analyses sur les caractéristiques des graines (dimension, poids, anatomie, taux de
germination) ont montré la performance des graines issues de Bekorakaka. L’isolement des arbres
semenciers qui peut entrainer une certaine consanguinité semble donc pour le moment ne pas

influencer la capacité de germination de leurs graines.

En général, la premiére levée (début de la germination) se produit dés le troisiéme jour apres
le semis pour 1’espéce. Mais la diminution du niveau de températures rallonge ce délai. Par rapport
aux autres especes de Dalbergia, ce délai de premiére levée semble identique a ceux des résultats
obtenus sur Dalbergia greveana et Dalbergia trichocarpa et Dalbergia purpuresens a 30°C
(température moyenne de la zone écologique de ces espéces). Pour d’autres espeéces de Légumineuses,
la levée a lieu au 4°™ jour. Il s’agit par exemple de Acacia mangium, Acacia dealbata, Sesbania

sesban, Cajanus cajan, Sesbania macrantha. (SNGF, 2004-2006)

Selon les résultats de taux germination par rapport a la teneur en eau des graines, la
conservation des graines a des niveaux de teneur en eau situé entre 6 et 8%, est favorable pour
Dalbergia monticola. Ainsi, les expériences sur les légumineuses au niveau du SNGF et certaines
recherches sur la conservation, les graines de 1’espéce sont conservables a cette condition. Il est & noter
que I’essai aprés 10 mois de conservation des graines de Dalbergia monticola donne un taux moyen de

germination de 80%.

- Expression de la variabilité des caracteres au stade de croissance juvénile en

pépiniere des descendants

L’étude de la croissance juvénile en pépinicre des plants de Dalbergia monticola pendant trois
mois a permis de voir I’évolution des caractéres de croissance (hauteur total et hauteur de
I’hypocotyle) et le développement des caractéres végétatifs (nombre des feuilles et nombre de folioles
développées) pour I’espéce. Au niveau de la croissance, par rapport a certaines espéces autochtones de
la forét orientale élevées en pépiniére (SNGF, 2004-2008), la croissance juvénile de Dalbergia
monticola est moyennement lente avec une hauteur moyenne de 6 a 8 cm a 1’4ge de 3 mois. En effet
pour Eugenia jambolona (Myrtacées) cette croissance est autour de 11 c¢cm, prés de 10,5 cm pour
Canarium madagascariensis (Burseracées) et 8,5 cm pour Phyllarthron madagascariensis

(Bignoniacées)
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Parmi les caractéres de croissance, la hauteur totale semble étre trés héritable durant la phase
juvénile en pépinicre. La corrélation du caractére hauteur totale des arbres meéres et leurs descendants
(plants) confirme cette héritabilité. Ainsi pour le cas de Bekorakaka, elle est liée a la morphologie des
graines. Cela traduit la forte transmission de ce caractére de I’arbre mére aux descendants (graines puis

plants) avec des valeurs d’héritabilité génétique autour de 0,9.

Les deux caractéres de croissance sont fortement liés durant le stade de développement
juvénile de Dalbergia monticola. A V’intérieur des provenances, la variabilité est trés hautement
significative pour la hauteur totale et moyennement significatif pour ’hypocotyle (voir non significatif
pour le cas de Ranomafana). Cela peut étre expliqué par la faible croissance de cette dernic¢re. Par
contre, I’effet provenance semble ne pas observer pour ces deux caractéres durant la phase de

croissance juvénile de I’espece (pas de variation inter provenances significative).

Concernant les caractéres végétatifs, le Dalbergia monticola présente depuis la phase juvénile
une certaine variabilité intra et inter provenance des nombres de feuilles et de folioles développés. La
corrélation entre les deux caractéres n’est pas forte au stade juvénile. Du point de vue génétique, ils

sont héritables avec des valeurs de h>A hautement significatives (autour de 0,8).

Pour Dalbergia monticola, les caractéres de croissance et caractéres végétatifs semblent étre
corrélés au début de la croissance juvénile sauf pour le caractére hauteur d’hypocotyle.
L’accroissement de ce dernier qui est apparemment faible et diminue au cours du développement de la
plantule peut expliquer cette observation. Les quatre caractéres étudiés ne partagent pas la méme
héritabilité. La hauteur totale présente la plus haute valeur d’héritabilité génétique suivi des caractéres

végétatifs apres.

Le taux de mortalité durant les phases juvéniles en pépiniere ne dépassent pas les 15% pour
I’espéce. Ce taux est apparemment moyen par rapport aux autres especes autochtones élevées en
pépiniére (SNGF, 2004-2008). Par exemple pour Khaya madagascariensis (Méliacées), le taux se
trouve entre 5 et 10%, Canarium madagascariens (Burseracées) prés de 10%. Pour les espéces
autochtones dans la forét littorale du Sud Est de Madagascar, le taux de mortalité¢ de la majeur partie

des espéces autochtones testées est situ¢ entre 5 et 10% (Randriatafika et al, 2007).

- Vérification des hypothéses émises

La premiére hypothése indique que la structure de diversité génétique de Dalbergia monticola
est déterminée par les événements historiques. Cela est vérifié selon les discussions menées sur
I’historique d’évolution de I’Tle de Madagascar depuis sa séparation du continent Gondwana il y a 120
million d’année. Toute la structure et la richesse de la diversité ainsi que la forte endémicité des

espéces est a I’origine de cet événement.
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Face a I’hypothése posée sur I’impact de la fragmentation de la forét orientale sur la diversité
génétique, les résultats obtenus n’ont pas montré [’accentuation de la dérive génétique sur les
populations fragmentées. Les valeurs de richesse alléliques, le nombre de chlorotypes par sous
population et I’hétérozygotie observée ne sont pas beaucoup différenciés entre les populations
dégradées et peu perturbées. Ainsi les résultats d’étude sur I’effet d’étranglement démographique
n’ont pas confirmé cette dérive génétique. Par suite de 1’étude, I’hypothése émise sur la réduction de la
diversité au sein des populations di a I’effet de la fragmentation et de 1’exploitation n’est pas vérifié
car les valeurs de diversité génétique obtenues sont encore important aussi bien entre les populations

qu’a ’intérieur des sous populations.

Selon la troisiéme hypothése, la capacité de reproduction des semenciers (germination de leurs
semences) est influencée par la fragmentation et 1’exploitation des foréts. Les résultats obtenus sur
taux de germination des graines entre les deux provenances des foréts n’ont pas montré d’effet négatif

sur cette capacité des graines a germer.

Les résultats obtenus sur 1’étude des différents caractéres relative a la recherche sur la
physiologie de germination des graines et la croissance juvénile de Dalbergia monticola vérifie la
quatriéme 1’hypothése. Cette derniére indique que la germination et le développement des plantules
sont sous influence génétique. Les taux d’héritabilité génétique obtenus au niveau de chaque
paramétre étudié ont montré I’importance des valeurs génétiques dans 1’expression de la variabilité au

niveau des descendants (graines et plants).
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Chapitre X : Recommandations

Selon le Plan National Stratégique de Gestion des Ressources Phytogénétique Forestiéres a
Madagascar et suite aux résultats de cette recherche, d’autres actions sont encore a entreprendre sur
certains axes définis dans le Plan pour les especes de Dalbergia en particulier Dalbergia monticola.
Ce chapitre résume alors les activités déja entreprises pour I’espéce selon les différents axes. Il apporte
également les applications pratiques des résultats obtenus de cette recherche et propose certaines

activités a entreprendre.

- Dans le cadre de I’exploration de la variabilité génétique de 1’espéce qui définit le premier
axe du PNGRPF, la localisation de I’aire de distribution naturelle de Dalbergia monticola a été déja
effectuée. Suite a cette présente étude, la connaissance de la diversité génétique a I’échelle globale et a
I’échelle locale a été faite. Cette derniére indique qu’un potentiel important de diversité génétique de
I’espéce est encore existant malgré la fragmentation de son habitat naturel et la forte exploitation du
bois. Comme application dans la gestion des ressources, la sauvegarde par la conservation in situ et ex
situ de cette variabilité résiduelle est importante. Cette gestion doit étre donc considérée a travers les
quatre zones de distribution de I’espece pour assurer le maintien de cette diversité (Nord, Centre Nord,
Centre et Sud). Au niveau local, pour procéder a une conservation in-situ, des mesures partagées avec

les communautés locales sont alors indispensables.

- Selon le deuxiéme axe du Plan qui est basé sur 1’étude biologique de I’espéce, des
connaissances sur la botanique et la phénologie de Dalbergia monticola ont été établis. La taxonomie
et certaines caractéristiques sylvicoles de ’espéce ont été déja élaborées par Bosser et Rabevohitra
(1996) et par quelques études antérieures. Dans cette étude, la connaissance du mode de dissémination
de pollen (enthomophile) et de dissémination des graines (barochoore) a permis d’interpréter les
résultats ’analyse de la diversité génétique par marqueurs moléculaires. Malgré cela, un renforcement
des connaissances sur 1’écologie de reproduction serait nécessaire pour connaitre la capacité de
régénération naturelle de I’espéce (cycle de reproduction, production grainiére, régénération naturelle

etc)

- Pour le troisieme axe du PNGRPF, qui est basé sur la recherche ethnobotanique et socio-
économique, des études socio-économiques sur la filiére Dalbergia (y compris le Dalbergia monticol)
de la zone orientale ont été¢ déja menées par quelques étudiants. Le mode d’exploitation qui meéne a la
disparition de certaines ressources génétiques est déja connu. Par contre la potentialité des ressources
résiduelles face aux besoins n’est pas encore estimée. D’ou I’importance des travaux d’inventaire pour
avoir des idées sur la gestion future (surface ou nombre de pieds exploitable, diameétre minimale

d’exploitabilité etc)

- Dans le quatriéme axe définissant les mesures de gestion durable des espéces, des

applications des résultats de cette ¢tude sont menées. Comme indiqué dans 1’axe 1, la conservation in
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et ex situ est importante pour la sauvegarde de la diversité génétique résiduelle. Dans le cadre de la
gestion in situ, la participation des populations locales est recommandé pour assurer la mise en place
d’un programme établi. Cela demande une certaine sensibilisation en leur faisant connaitre la situation
des ressources en particulier le Dalbergia. Ainsi, une certaine formation en matiére de gestion des
ressources forestiéres est nécessaire pour eux (préservation, enrichissement, restauration et
exploitation). Concernant la conservation ex-situ, les deux formes de banque de géne (banque de
graines et parcelles conservatoires) sont préconisées. Cela pourrait s’effectuer par le renforcement de
capacité de gestion de banque de graines au niveau du SNGF en augmentant la collecte des graines de
I’espéce et en développant la recherche sur la technologie de conservation a long terme des semences.
Pour la mise en place des parcelles conservatoire de la diversité génétique de Dalbergia monticola,

I’installation multilocale peut permettre de connaitre 1’adaptation de I’espece.

- Concernant I’axe 5 du Plan qui parle de la multiplication et la domestication de 1’espéce, les
résultats de cette étude ont donné une certaine application sur la multiplication de I’espéce par graine
et I’état de développement des plantules au stade juvénile. Cela indique la facilité de la production des
plants par graines au vu de la réussite de la germination et I’homogénéité de croissance des plantules
en pépiniére. La vulgarisation des techniques simples et adaptables pour la production de plants et la
plantation de Dalbergia monticola aux différents acteurs et les collectivités locales est donc favorable.
Cela peut étre appuyé par une certaine activité comme la mise en place des parcelles de démonstration
de plantation et de soins sylvicoles, I’élaboration des fiches techniques de vulgarisation de plantation
et la formation des populations locales aux techniques de reforestation, d’enrichissement et de

plantation de I’espéce.

- L’axe 6 du Plan national a mis les mesures de valorisation de 1’espéce. Pour Dalbergia
monticola, 'utilisation en tant que bois d’ceuvre a déja mis I’espéce a une certaine. Mais vu les
produits résiduels d’exploitation abandonnés dans la forét, une certaine valorisation de ces derniers est
importante. Il s’agit par exemple de la transformation en des petits produits d’art ou de décoration de
petite taille. Pour le moment, selon les résultats de notre recherche, 1’exploitation du bois de Dalbergia
monticola ne remet pas en cause sa variabilité génétique. Par ailleurs, le prélévement raisonné des
arbres favorise la régénération des peuplements avec une certaine diversité. Mais il faut prendre des
précautions pour ne pas détruire 1’écosystéme de ’espéce en gardant un nombre conséquent
d’individus semenciers dans les parcelles a exploiter. Cela permet de réduire le risque de disparition
totale de certains génes. La valorisation des produits secondaire d’exploitation peut étre considéré pour

Dalbergia monticola, par exemple 1’usage comme petits produits d’art ou décoration.
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Conclusion

La réduction continue de la superficie des foréts constitue une grande menace pour la
biodiversité malgache. Cela est dii a différentes formes d’exploitation. Ces dernieres diminuent la
densité des populations d’arbres et conduit a la fragmentation des foréts qui peuvent entrainer a la
réduction de la diversité génétique des ressources. Pour le cas de la forét orientale, le défrichement et

la culture sur brilis constituent la principale cause de la disparition des superficies forestiéres.

Face a cette menace, 1’étude menée sur Dalbergia monticola, une des essences trés exploitées
de la forét dense humide de 1’Est, a fourni des connaissances sur la diversité génétique a différentes
échelles, la physiologie de germination et la premiére phase d’adaptation des plants en milieu ex Situ.
Par la suite, les résultats ont été utilisés pour voir les liaisons entre ces trois éléments étudiés dans le

cadre de la gestion des ressources phytogénétiques forestiéres de 1’espéce en question.

L’utilisation de marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques dans cette recherche,
complémentaire avec 1’étude antérieure effectuée sur la diversité globale de Dalbergia monticola
réalisée par le marquage moléculaire RAPD, a fourni davantage des informations sur la structure de la
diversité génétique a échelle régionale, au niveau des populations et sous populations. Cela a permis
de mesurer différents parametres de diversité génétique, de connaitre les flux de genes et de

déterminer les coefficients d’apparentement entre les individus des sous populations.

Les valeurs obtenues sur 1’étude de la diversité génétique indiquent que cette derniére semble
importante dans la zone de distribution de 1’espéce. Elles correspondent encore a des valeurs de
diversité génétique observées dans des populations non encore exploitées. Par contre la structure de
cette diversité génétique est apparemment faible dans 1’ensemble de 1’aire naturelle due généralement
au régime de reproduction de I’espéce « barochorie — anthomophilie ». Ce phénomeéne se traduit par
une faible dissémination des graines qui méne a de forts taux d’individus apparentés trés rapprochés.

Ainsi, les flux de géne sont aussi trés réduits.

A T’échelle locale, 1’étude des deux types de foréts (exploitée et protégée) a montré que le
coefficient d’apparentement est important dans la zone exploitée de Bekorakaka par rapport a la zone
protégée de Ranomafana. Il s’agit de la conséquence de 1’abondance des individus apparentés suite a

I’ouverture des foréts ce qui facilite la régénération par dissémination des graines a Bekorakaka.

Malgré la fragmentation de la forét de la région orientale due aux interventions humaines,
I’effet de goulot démographique caractéristique des foréts fragmentées n’est pas encore marqué pour
les populations de Dalbergia monticola. Cependant, des mesures adéquates seraient indispensables
pour éviter I’aggravation de I’impact de cette fragmentation sur la dynamique de I’évolution de la

diversité génétique de I’espece en question.
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Au niveau de la physiologie de germination des graines, le taux de germination refléte une
variabilité génétique intra et inter provenances des graines. Il atteint jusqu’a 100% a une température
optimale située entre 20 et 25%. Ainsi la température minimale se trouvant entre 10 et 15°C indique la

possibilité de semis durant la période hivernale pour I’espéce.

Pour Dalbergia monticola, le caractére hauteur totale au stade juvénile est fortement héritable.
Il présente une liaison forte avec le développement de la hauteur de 1’hypocotyle. La croissance des
plants est généralement homogene durant ce stade de développement (jusqu’a I’age de trois mois en

pépiniere).

Dans le cadre de gestion des ressources génétiques de I’espece, la sauvegarde du
potentiel de diversité résiduelle est importante face a la forte dégradation de la forét orientale. Cela
peut étre faite par la conservation in Situ et ex situ de la variabilité résiduelle. Cette gestion doit étre
donc considérée a travers les quatre zones de distribution de 1’espéce pour assurer le maintien de cette

diversité (Nord, Centre Nord, Centre et Sud).

Pour la conservation ex situ, les deux formes de banque de géne (banque de graines) et
parcelles conservatoires sont préconisées. Ainsi, la multiplication et la vulgarisation de la plantation de
I’espéce sont favorables au vu de la réussite de la germination des graines et du développement

adéquat des plants en pépiniére (homogénéité de la croissance juvénile).

Pour le moment, 1’exploitation du bois de Dalbergia monticola ne remet pas en cause sa
variabilit¢ génétique. Par ailleurs, le prélévement raisonné des arbres favorise la régénération des
peuplements avec une certaine diversité. Mais il faut prendre des précautions pour ne pas détruire
I’écosystéme de I’espéce en gardant un nombre conséquent d’individus semenciers dans les parcelles a

exploiter. Cela permet de réduire le risque de disparition totale de certains geénes.
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ANNEXE 1 : Caractéristiques des individus échantillonnés

Régions | Sous pop°® | Echantillo | Hauteur Diamétre (cm) Régions | Sous pop°® | Echantillo | Hauteur | Diameétre
ns (m) ns (m) (cm)
Nord Tsaramolo Tsl 1.50 25,0 Centre Madiorano Md1 15.0 30,0
tra Nord
Ts2 0.50 <2,0 Md2 8.0 15,0
Ts3 10.00 30,0 Md3 14.0 24,0
Ts4 8.00 14,0 Md4 16.0 20,0
TsS 10.00 14,0 Ankenihen Akl 10.0 14,0
y
Ts6 6.00 16,0 Ak2 14.0 19,0
Ts7 10.00 35,0 AKS 8.0 11,0
Ts8 12.00 18,0 Ak6 9.0 14,0
Tsll 6.00 12,0 Sandranja SD1 2.0 32
hana
Tsl12 5.00 3,0 SD2 5.0 6,7
Ampitson Apl 7.00 8,0 SD3 8.0 10,2
gona
Ap2 15.00 28,0 SD4 7.0 6,7
Ap3 1.00 <2,0 SD5 10.0 16,2
Ap4 4.00 5,0 SD6 11.0 14,6
Ap5 2.00 2,0 SD7 9.0 9,9
Apb6 7.00 16,0 SD8 5.0 3,5
Ts9 1.00 <2,0 SD9 9,2
Ts10 1.00 <2,0 SD10 12.0 15,3
Centre Didy Dd1 16.00 45,0 SD11 7.0 12,7
Nord
Dd2 2.00 5,0 SDI12 12.0 13,4
Dd3 8.00 18,0 SD13 11.0 16,6
Dd4 10.00 23,0 SD14 8.0 8,6
Dd6 4.00 SD15 10.0 17,8
Dd7 9.00 18,0 SD16 5.0 7,0
Dd8 13.00 20,0 SD17 6.0 10,2
Dd10 14.00 26,0 SD18 6.0 8,9
Dd13 10.00 16,0 SDI19 7.0 7,0
Dd14 13.00 35,0 SD20 15.0 18,5
Dd15 9.00 16,0 SD21 4.0 3,5
Ddl16 3.00 5,0 SD22 15.0 21,3
Ddl17 10.00 18,0 SD23 8.0 8,9
Valivaona V1 16.00 66,9 SD24 14.0 14,6
V2 13.00 22,9 SD25 14.0 14,6
V3 7.00 12,1 SD26 10.0 10,8
V4 12.00 21,7 SD27 9.0 11,1
V5 12.00 20,7 SD28 15.0 13,4
Vo6 16.00 48,4 SD29 13.0 17,2
V7 14.00 194 SD30 5.0 3,8
V8 10.00 13,7 SD31 9.0 7,0
V9 13.00 23,2 SD32 5.0 5,4
V10 8.00 134 SD33 10.0 18,2
V11 15.00 23,6 SD34 13.0 17,5
Vi2 16.00 24,8 SD35 14.0 17,8
V13 15.00 21,3 SD36 10.0 15,6
V14 14.00 17,5 SD37 15.0 18,2
V15 13.00 13,7 SD38 14.0 21,3
V16 18.00 79,6 SD39 7,0
V17 13.00 15,6 SD40 11.0 11,5
V18 29,3 SD41 5.0 5,1
V19 7.00 134 SD42 14.0 20,1
V20 6.00 13,1 SD43 8.0 8,6
Ambohija Abl 7.00 16,0 SD44 5.0 5,1
naha
Ab2 5.00 7,0 SD45 12.0 12,7
Ab3 20.00 70,0 SD46 7.0 5,7
Ab4 6.00 16,0 SD47 11,8
Ab5 6.00 14,0 SD48 11.0 16,2
Ab6 7.00 7,0 SD49 10.0 11,1
Ab8 8.00 18,0 SD50 12.0 19,7
Abl0 22.00 60,0 SD51 7.0 14,6
Abl1 10.00 20,0 SD52 11.0 10,5
Antsevabe At2 15.00 28,0 SD53 6.0 8,3
At3 15.00 34,0 SD54 12.0 14,3
At4 14.00 24,0 SD55 4.0 2,5
At5 7.00 14,0 SD56 10.0 16,2
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At6 3.00 6,0 SD57 6.0 5,4
At7 2.00 3,0 SD58 5.0 6,4
At8 10.00 14,0 SD59 6.0 5,4
At9 6.00 14,0 SD60 6.0 6,7
Atl10 7.00 16,0 SD61 10.0 9,2
Atll 5.00 8,0 SD62 5.0 7,6
Régions | Sous pop° | Echantillo | Hauteur Diameétre (cm) Régions | Sous pop°® | Echantillo | Hauteur | Diamétre
ns (m) ns (m) (cm)
Sahambak SA1 10.0 8,3 Bk18 5.0 3,8
y
SA2 8.0 8,3 Bk19 7.0 3,8
SA3 15.0 11,1 Bk20 14.0 13,1
SA4 21.0 25,8 Bk21 6.0 3,8
SAS 11.0 8,9 Bk22 6.0 4,5
SA6 11.0 9,9 Bk23 5.0 5,4
SA7 10.0 11,5 Bk24 14.0 19,1
SA8 7.0 4,1 Bk25 10.0 10,2
SA9 19.0 18,5 Bk26 10.0 7,3
SA10 16.0 15,3 Bk27 6.0 7,0
SAll 13.0 12,4 Bk28 11.0 13,4
SA12 6.0 5,7 Bk29 6.0 8,3
SA13 5.0 3,5 Bk30 6.0 8,6
SA14 6.0 5,4 Bk31 16.0 16,9
SA15 5.0 14,3 Bk32 4.0 3,8
SA16 10.0 14,0 Bk33 4.0 2,5
SA17 15.0 16,9 Bk34 3.0 13,4
SA18 4.0 4,1 Bk35 3.0 3,8
SA19 10.0 11,5 Bk36 4.0 4,8
SA20 9.0 8,9 Bk37 12.0 11,8
SA21 8.0 10,5 Bk38 14.0 14,6
SA22 20.0 223 Bk39 5.0 3,8
SA23 9.0 11,5 Bk40 2.5 1,9
SA24 8.0 11,8 Bk41 9.0 11,4
SA25 5.0 3,5 Bk42 8.0 8,6
SA26 11.0 11,8 Bk43 13.0 13,7
SA27 14.0 14,3 Bk44 13.0 14,0
SA28 9.0 6,7 Bk45 17.0 22,3
SA29 6.0 4,8 Bk46 7.0 7,0
SA30 14.0 15,0 Bk47 6.0 9,2
SA31 11.0 14,6 Bk438 6.0 7,0
SA32 8.0 5,4 Bk49 7.0 8,6
SA33 9.0 9,2 Bk50 7.0 10,2
SA34 10.0 9,9 Bk51 15.0 14,6
SA35 5.0 4,1 Bk52 5.0 6,7
SA36 11.0 12,1 Bk53 8.0 11,5
SA37 9.0 7,0 Bk54 15,9
SA38 10.0 11,1 Bk55 14.0 13,7
SA39 5.0 13,7 Bk56 5.0 8,3
SA40 14.0 14,4 Bk57 6.0 4,8
SA41 11.0 6,7 Bk58 4.0 4,5
SA42 8.0 4,1 Bk59 7.0 9,6
SA43 12.0 11,1 Bk60 9.0 9,6
SA44 11.0 8,0 Manasame B(m)1 12.0 7,0
na
SA45 12.0 8,0 B(m)2 8.0 18,0
SA46 14.0 12,1 B(m)3 6.0 10,0
SA47 11.0 9,6 B(m)4 3.0 5,0
SA48 14.0 13,4 B(m)5 10.0 22,0
SA49 18.0 15,6 B(m)6 15.0 26,0
SA50 6.0 8,6 B(m)7 9.0 20,0
SAS51 15.0 14,6 B(m)8 9.0 20,0
SAS52 13.0 14,3 B(m)10 8.0 21,0
SA53 7.0 5,4 Analamaz Al 6.0 13,4
aotra
SA54 16.0 15,9 A2 9.0 274
SAS5S 15.0 16,9 A3 14.0 15,3
SA56 12.0 12,7 A4 11.0 12,7
SA57 6.0 9,2 AS 18.0 36,3
SA58 4.0 3,5 A6 15.0 35,7
Bekorakak Bkl 11.0 10,8 A7 14.0 23,2
a
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Bk2 7.0 12,1 A8 22.0 63,7
Bk3 5.0 6,4 A9 8.0 26,8
Bk4 10.0 10,5 All 13.0 27,1
BKS 8.0 10,2 Al2 16.0 29,9
Bk6 4.0 3,5 Al3 17.0 54,8
Bk7 10.0 12,7 Al4 16.0 20,7
Bk8 2.5 3,2 Al7 12.0 17,5
Bk9 5.0 6,7 Al8 10.0 18,2
Bk10 11.0 12,4 Al9 6.0 9,9
Bkl11 13.0 22,6 A20 12.0 17,2
Bk12 15.0 17,5 A21 12.0 10.0
Bk13 7.0 9,9 A22 7.0 15,9
Bk14 11.0 12,1 A23 7.0 12,7
Bkl15 5.0 3,2 A24 8.0 17,5
Bk16 3.0 2,5 A25 12.0 23,9
Bk17 6.0 54 A29 3.0 0,0
Régions | Sous pop°® | Echantillo | Hauteur Diamétre (cm) Régions | Sous pop°® | Echantillo | Hauteur | Diameétre
ns (m) ns (m) (cm)
Mantadia Ml 14.0 22,9 Rf47 18.0 25,8
M2 20.0 29,6 Rf48 11.0 7,0
M3 14.0 19,4 Rf49 15.0 20,4
M4 13.0 22,3 Rf50 10.0 8,3
M5 15.6 38,2 Rf51 9.0 10,8
M6 11.0 134 Rf52 6.0 6,1
M7 11.0 14,6 Rf53 10.0 13,1
M8 16.0 21,0 Rf54 8.0 10,5
M9 3.5 8,3 Rf55 16.0 23,6
Mahatazan R1 11.0 22,0 Rf56 12.0 24,2
a
R2 6.0 8,0 Rf57 15.0 29,6
R3 16.0 25,0 Rf58 8.0 12,1
R4 6.0 5,0 Rf59 10.0 27,4
R5 4.0 4,0 Rf60 12.0 7,6
R6 18.0 17,0 Rf61 18.0 25,8
R7 6.0 8,0 Rf62 9.0 16,2
R8 11.0 15,0 Rf63 9.0 10,2
R9 13.0 26,0 Rf64 13.0 20,4
R13 5.0 5,0 Rf65 15.0 28,7
R14 6.0 6,0 Rf66 14.0 29,0
RI15 7.0 14,0 Rf67 18.0 34,7
R16 6.0 12,0 Rf68 13.0 10,8
R17 8.0 7,0 Rf69 9.0 15,9
R18 3.0 4,0 Rf70 11.0 16,2
R19 10.0 25,0 Rf71 5.0 6,7
R22 4.0 10,0 Rf72 12.0 19,1
R23 1.2 5,0 Rf73 11.0 17,5
R24 14.0 16,0 Rf74 6.0 11,5
Sud R- Rfl 14.0 23,9 Rf75 10.0 10,5
Talatakely
Rf2 11.0 15,9 Rf76 18.0 34,7
Rf3 13.0 29,3 Rf77 16.0 22,6
Rf4 12.0 21,0 Rf78 13.0 25,5
Rf5 16.0 27,4 Rf79 7.0 9,2
Rf6 14.0 22,3 Rf80 6.0 10.2
Rf7 15.0 24,2 Rf81 4.0 5,7
Rf8 19.0 31,5 Rf82 10.0 9,6
Rf9 16.0 26,4 Rf83 15.0 20,4
Rf10 13.0 41,4 Rf84 18.0 22,6
Rfl1 11.0 28,0 Rf85 13.0 16,2
Rf12 10.0 31,2 Rf86 19.0 30,9
Rf13 9.0 24,5 Rf87 5.0 6,7
Rf14 4.0 6,7 Rf88 15.0 19,4
Rf15 12.0 16,6 Rf89 17.0 15.9
Rf16 15.0 27,7 RO 10.0 10.2
Rf17 21.0 23,6 R91 8.0 11,8
Rf18 13.0 14,0 R92 18.0 25,5
Rf19 14.0 66,2 R93 9.0 134
Rf20 8.0 16,6 R4 8.0 10.5
Rf21 8.0 28,7 Rf95 5.0 9,2
Rf22 10.0 23,2 R196 11.0 12,7
Rf23 6.0 19,7 R9Y7 13.0 17,8
Rf24 10.0 30,3 R98 14.0 16,2
Rf25 18.0 67,8 Rf99 8.0 134
Rf26 13.0 30,3 Rf100 5.0 5,7
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Rf27 6.0 6,1 Rf101 11.0 2,9
Rf28 5.0 3,8 Rf102 4.0 32
Rf29 7.0 9,6 Rf103 13.0 15,3
Rf30 7.0 8,3 Rf104 15.0 18,2
Rf31 4.0 4,8 Rf105 7.0 6,1
Rf32 13.0 13,7 Rf106 18.0 29,3
Rf33 10.0 16,2 Rf107 14.0 15,6
Rf34 14.0 16,2 Rf108 3.0 2,5
Rf35 13.0 13,1 Rf109 5.0 7,3
Rf36 6.0 8,9 Rf110 11.0 16,2
Rf37 17.0 26,8 Rf111 10.0 13,1
Rf38 10.0 9,9 Rf112 16.0 30,6
Rf39 5.0 5,1 Rf113 5.0 4,1
Rf40 5.0 6,4 Rf114 12.0 11,1
Rf41 13.0 14,3 Rf115 14.0 16,9
Rf42 7.0 9,9 Rf116 15.0 134
Rf43 14.0 9,2 Rf117 6.0 6,7
Rf44 12.0 14,3 Rf118 12.0 13,7
Rf45 19.0 22,3 Rf119 14.0 17,5
Rf46 3.0 4,5 Rf120 6.0 4,8
Rf121 7.0 7,3
Régions | Sous pop° | Echantillo | Hauteur Diamétre (cm) Régions | Sous pop® | Echantillo | Hauteur | Diameétre
ns (m) ns (m) (cm)
Rf122 8.0 9,6 Tolongoin Tl 1.0 <2,0
a
Rf123 24.0 37,6 T2 2.0 <2,0
Rf124 7.0 16,2 T4 9.0 13,0
Rf125 18.0 27,7 T5 6.0 9,0
Rf126 12.0 17,5 T6 2.0 3,0
Rf127 8.0 6,7 T7 6.0 8,0
Rf128 5.0 4,1 T8 4.0 8,0
Rf129 13.0 14,3 T9 2.0 <2,0
Rf130 15.0 22,0 T10 3.0 3,0
Rf131 9.0 9,6 T11 4.0 12,0
R- Rv132 11.0 24,5 T12 3.0 5,0
Vatolamp
y
Rv133 11.0 19,4 T13 8.0 14,0
Rv134 14.0 19.4 T14 5.0 8,0
Rv135 13.0 17,5 T15 8.0 20,0
Rv136 5.0 5,4 T16 20.0 70,0
Rv137 16.0 24,2 T17 4.0 5,0
Rv138 12.0 14,0 T19 7.0 10,0
Rv139 12.0 16,6 T20 3.0 3,0
Rv140 15.0 26,4
Rv141 10.0 10,2
Rv142 10.0 11,1
Rv143 9.0 9,2
Rv144 4.0 5,1
Rv145 13.0 20,7
Rv146 9.0 9,2
Rv147 14.0 17,8
Rv148 14.0 20,7
Rv149 11.0 13,7
Rv150 12.0 14,6
Rv151 14.0 17,5
Rv152 14.0 17,2
Rv153 15.0 16,9
Rv154 15.0 21,0
Rv155 14.0 23,9
Rv156 14.0 20,7
Rv157 8.0 7,3
Rv158 16.0 22,0
Rv159 7.0 14,0
Rv160 9.0 14,0
Rvl6l 10.0 16,2
Rv162 11.0 15,9
Rv163 9.0 14,6
Rv164 8.0 124
Rv165 8.0 13,7
Rv166 14.0 14,0
Rv167 16.0 18,5
Rv168 20.0 24,8
Rv169 12.0 15,6
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Rv170 13.0 14,0
Rv171 17.0 29,9
Rv172 14.0 20,4
Rv173 15.0 22,0
Rv174 9.0 17,8
Rv175 10.0 18,8
Rv176 14.0 24,5
Rv177 16.0 22,0
Rv178 15.0 15,9
Rv179 17.0 24,8
Rv180 6.0 6,4
Rv181 15.0 19,7
Rv182 20.0 27,1
Rv183 19.0 25,5
Rv184 9.0 10,8
Rv185 17.0 21,7
Rv186 20.0 34,7
Rv187 20.0 31,5
Rv188 18.0 25,8
Rv189 16.0 22,0
Rv190 16.0 28,0
Rv191 20.0 26,8
Rv192 7.0 11,8
Rv193 8.0 17,8
Rv194 6.0 6,7
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ANNEXE II : Technique d’extraction d’ADN

Méthode de J. BOUSQUET et al. 1990
PROTOCOLE DE BASE

1. Préparation du tampon

- Mettre le bain—marie a 65°C ;

- Sortir le tampon d’extraction de la chambre froide et le mettre a réchauffer ;

- Rajouter du sulfite de Na pour une concentration finale de 0,5 ;

- Agiter la préparation et placer au bain—marie.

2. Extraction

- Peser 60mg de feuilles séchées (choisir les parties les plus vertes) ;

- Couper les feuilles en petites morceaux (a la main) et les mettre dans des mortiers (optionnel :
ajouter une pointe de spatule de sable de fontainebleau si les échantillons sont coriaces) ;

- Ajouter de I’azote liquide et broyer en fine poudre ;

- Quand I’azote est évaporé, ajouter 1,5ml de tampon d’extraction ;

- Ajouter une pointe de spatule de polyvidone, puis mélanger ;

- Transférer dans un microtube de 2ml ;

- Laisser incuber 30min sous agitation a 65°C (bain—marie) ;

- Récupérer les tubes et ajouter 700ul de chloroforme/alcool isoamylique ;

- Remuer 5min par agitation douce (inversion des tubes a la main) ;

- Centrifuger 15min a 15300rpm a t°c ambiante ;

- Récupérer la phase supérieure a la micropipette (P1000) et la transvaser dans un microtube 1,5ml
(éventuellement recentrifuger quelques min si des saletés ont été prélevées et retransvaser) ;

- Ajouter 1/10 du volume récupéré d’acétate de sodium ;

- Compléter le tube avec I’isopropanol glacé ;

- Mélanger doucement par retournements (optionnel : laisser au congélateur — 20°c ou — 80°¢) ;

- Centrifuger 15min a 6000rpm ;

- Eliminer le surnageant en versant ;

- Rincer le culot par 700l d’éthanol (70%) par aspirations—refoulements ;

- Sécher au speedvac environ 5—10min (selon la taille des culots), t°c médium ;

- Reprendre le culot par 80ul d’eau, doucement par quelques aspirations—refoulements si il ne se
dissout pas, laisser au bain—marie a 65°c au moins ': heure (selon le degré de sécheresse du culot).
On peut également laisser les tubes a t°c ambiante la nuit ;

- Conserver la solution ainsi réalisée a 4°c (quelques jours) ou a — 20°c (si plus longtemps) en

attendant le dosage.
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ANNEXE III : Caractéristique des arbres

semenciers

Site : Ambodigoavy

Lieu : Analatsara - Ambodigoavy

N° ARBRE LATITUDE LONGITUD HAUTEUR DIAMETRE (cm)
S) E(E) (m)

BA1 19°07'05,5"  48°23'35"E 12 27.1
BA2 19°0729" 48°24'00,8" 8 28.7
BA3 19°03'39,0"  48°2022,9" 15 26.8
BA4 19°03'41,3"  48°20727,6" 15 24.8
BAS 19°03'55,9"  48°2025,6" 18 27.4
BA6 19°03'52,9"  48°1924,6" 14 19.7
BAS 19°05'51,0"  48°1826,3" 13 18.5

Site : Sahamalaotra Lieu : Ranomafana

N° ARBRE LATITUDE LONGITUD HAUTEUR DIAMETRE

E

RF1 21°13'52,8"  47°24'10,0" 17 19.1
RF2 21°13'50,8"  47°24'14,0" 19 30.3
RF5 21°13'33,9"  47°24'15,2" 24 334
RF6 21°13'33,9"  47°24'15,2" 19 28.0
RF8 21°13'34,0"  47°24'13,4" 19 23.9
RF10 21°13'35,4"  47°24'14,8" 19 21.7
RF11 21°13'38,8"S  47°24'15,6 21 31.2
RF12 21°1324,1"  47°24'19,9" 16 21.7
RF13 21°1322,6"  47°2422.4" 18 28.7
RF14 21°13"21,6"  47°2422,0" 24 30.3
RF15 21°1321,0"  47°2423,1" 22 27.6
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ANNEXE 1V : Protocoles et conditions de manipulation du séquenceur

1. Conditions de migration au séquenceur LICOR IR2

e Multiplexage :
2uL des produits PCR marqués a 700nm
+ 3uL des produits PCR marqués a 800nm
+ 15uL du Mix contenant le bleu de formamide et les desmilings voulus

e Préparation du gel : gel a 6.5% : 20 ml Juvéniles/bisacrylamide + 25 pl de Temed +175 pl
d’APS 10%

e Remplir la cuve supérieure et inféricure du séquenceur avec du TBE 1X

e Lancer la prémigration : d’une durée de 45 min, elle sert a chauffer le gel et a aligner les lasers
et la caméra qui coulissent sur un axe

Collect time = 2h30 Voltage 1500 Gain 800 5 Noise 1
Prerun time=45 min mA 35 Gain 700 5 Noise 1
w 40 Collect time 2.30
T° 48 Prerun time 45

e Préparer le mix de desmiling en mélangeant les marqueurs dans un tube a hémolyse:
1 tube de marqueur inférieur a 700
+1 tube de marqueur inférieur a 800
+1 tube de marqueur supérieur a 700
+1 tube de marqueur superieur a 800
+3 ml de bleu de charge
e Rajouter les marqueurs dans chaque puit de la plaque PCR multiplexée
e Dénaturation 3 minutes a 94°C, avec deux puits avec 4uL de lader et protéger la plaque de la
lumiére du dépot.
e Transfert du ladder et des échantillons sur la régle de dépdt :
0 Déposer 2 pl de ladder dénaturé (small size de 367 a 71 pb ou large size de 718 a 71
pb) dans le ler et le dernier puit de la régle
0 Prélever 2 pul de la 1% colonne (1 a 29) avec une multipette selon le schéma ci-
dessous Le prélévement des échantillons se fait en colonne et le dépdt dans la régle se
fait en ligne

ERERER P £X 54

> |7 12 55 60

13 | [ [ |18 61 [ || |66

L | —>

I 19 [ | [ (28 Q67| | | ] |72

— 25 e | Lo [ | 3OQT3 ) [ | |78

— 31 e [ | | |36 Q70 | | | |84

— —> 37 e [ | e | [ 420185 | | | |90
43| (8o ] |6

multipette Plaque PCR multiplexée

2éme

0 Transférer les échantillons sur la régle de dépdt a partir du puit, le 1 puit étant
chargé en Ladder (L). La multipette permet de déposer 1 échantillon tous les 6 puits




multipette

Echl 7 13 19 25.............. 43

-

Reégle de dépot

........................ L

Prélever la colonne suivante et déposer dans la régle de dépot en décalant le
positionnement de la multipette de 1 puit

Faire de méme pour les colonnes suivantes

Quand tous les échantillons ont été déposés, charger le dernier puit avec 2 ul de
Ladder

e Le dépot est réalisé avec 1 peigne en papier jetable. Celui-ci peut &tre utilisé environ 3 fois
mais doit étre lavé, rincé et séché avant chaque utilisation

0]

o
0}

(olNe]

O O0O0O0o

o

Positionner le peigne parallelement a la régle de dépot, la bande blanche face a soi et
les dents du peigne incurvées vers 1’extérieure

Aligner les dents du peigne face aux puits correspondants de la régle

Glisser le peigne vers les puits jusqu’a ce que les dents rentrent dans les interstices des
puit et le placer verticalement pour que les dents rentrent en contact avec les
échantillons

Soulever le peigne verticalement

Placer les dents du peigne plaquées contre la paroi intérieure du séquenceur, et le faire
glisser doucement vers le gel en vérifiant que toutes les dents soient verticales

Mettre le fond miroir derriére le gel

Pousser légeérement jusqu’a ce que les dents rentrent en contact avec le gel

Fermer le capot du licor, cliquer sur le bouton « collect image » pour lancer la
migration, attendre 10 sec et stopper la migration en ouvrant le capot

Enlever le peigne

Prélever du tampon de migration avec une seringue et rincer le puit 1 fois en injectant
le tampon le long du puit

Placer la cuve supérieure de migration

Refermer le capot pour démarrer la migration

Pour visualiser le gel pendant la migration, cliquer sur « current image », « refresh »,

« 700 » ou « 800 », « sensitivity »
Pour arréter le gel avant les 2h30, cliquer sur « collect image » puis « done collecting
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ANNEXE V_ : Mode¢le des résultats brutes de I'analyse de variance sur

XLSTAT-Pro

(Hauteur total a 45j)

XLSTAT 7.5 - ANOVA - e 28/09/2008 a

18:22:57

Variable(s) dépendante(s) : classeur = croissancefinalRAfBekensemble2.xls / feuille = Feuil4 /

‘ | plage = $F$2:$F$19/ 18 lignes et 1 colonne

Pondération uniforme (par défaut) |

Variables qualitatives : classeur = croissancefinalRAfBekensemble2.xls / feuille = Feuil4 /

\ | plage = $B$2:3B$19 / 18 lignes et 1 colonne

Aucune donnée manquante détectée

Contraintes

ra1=0

Type I SS, |

I1SS

Effectuer des tests de comparaisons

multiples

Intervalle de confiance (%) : 95,00

Modélisation de la variable H3 :

Résumé pour la variable dépendante :

Variable Nbr. de Nbr. de Nbr. de Somme | Moyenne | Ecart-type
valeurs valeurs valeurs | des poids
total utilisées | ignorées
H3 18 18 0 18 46.819 6.174
Résumé pour les variables qualitatives :
Variable Nombre | Modalités Fréquences
de

modalités

Bloc 6| 1~2~3 3~3~3~3~3~3
~ 4 ~5~
6

Coefficients d'ajustement :
R 0.963
(coefficient
de
corrélation
)
R? 0.927
(coefficient
de
déterminat
ion)
Rzaj. 0.897
(coefficient
de
déterminat
ion ajusté)
SCR 47.212

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source ddl Somme Carré F de Pr>F
des moyen Fisher
carrés
Modéle 5 600.829 120.166 30.543 | <0,0001
Résidus 12 47.212 3.934
Total 17 648.041

Analyse du modéle (Type | SS) :
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Source ddl Somme Carré F de Pr>F
des moyen Fisher
carrés
Bloc 5 600.829 120.166 30.543 | <0,0001
Analyse du modele (Type Il SS) :
Source ddl Somme Carré F de Pr>F
des moyen Fisher
carrés
Bloc 5 600.829 120.166 30.543 | <0,0001
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ANNEXE VI : Protocole d’essai sur la caractérisation des graines, la germination et la
croissance juvénile des plants

PROTOCOLE D’ESSAI

1- Caractérisation des graines

A appliquer pour chaque échantillon (lot d’individu)
a- Etude de caractéristiques des graines :

- Mesure de dimension (longueur et largeur) des graines avec un matériel bien calibré (10 graines par

échantillon).

- Mesure du poids frais des graines : 10 graines X 2

b- Mesure de la teneur en eau :

- Par principe, deux mesures de teneur en eau (avant et apres séchage des graines)

Séchage a effectuer avec I’humidimetre : 1 gramme de poids frais pour 1’appareil

TE = (Poids sec / poids frais) *100
c-Mesure de I’ équilibre d"humidité relative

Mesure d’eHR a effectuer avec 60 graines pendant 1h30 & 20°C avec I'appareil de mesure d'eHR

Rotronic.

2- Test de germination

Utilisation de 40 graines en faisant un dispositif de 10 graines * 4
Au labo :

- Essai a 7 niveau de température : 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 °C (incubateur sans lumiére), 25

°C avec lumiére (chambre de germination)
- Essai a effectuer dans des boites de germination transparentes
- Substrat : gel d’agar a 1% ou papier buvard

Pour les résultats de germination :

- Suivi chaque 2 jours du nombre des graines germées
- La germination est notée quand la radicule pousse de 2 mm.

- Le temps moyen de germination est obtenu par la formule :

MTG = SDn
>

>
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Avec n nombre de graines germées a un temps D, D nombre de jour depuis le début du test de

germination
- Durée de test : 20 j

3- Etude de croissance des plantules

a- Repiquage des plantules

- Repiquage des plantules (ayant 3 cm de hauteur) issus des graines testées au laboratoire
- Support : pot plastique de couleur noire 13 cm X 25 cm

- Substrat : 1/3 terre + 1/3 terre noire + 1/ sable

- Arrosage chaque jour

- Ombrage permanant pendant 15 jours, quelques heures par jour apres

b- Suivi de croissance

- Caracteres suivis : caractére de croissance (hauteur totale et hauteur d’hypocotyle) et caractere

végétatif (nombre de feuilles et nombre de folioles développées)

- Fréquence : tous les 15 jours

- Durée de mesure : 3 mois

c- Mensuration et comptage

Mensuration

- Hauteur total : a partir du collet jusqu’a la bourgeon terminale

- Hauteur de I’hypocotyle : du collet jusqu’a I’emplacement des cotylédons
Comptage

- Nombre des feuilles : comptage d nombre de feuilles développées (cumulé)

- Nombre de folioles : comptage du nombre de folioles sur la derni¢re feuille développée
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ANNEXE VII : Résultats par provenance d’analyse de variance et héritabilité des caractéres

Provenance de Bekorakaka

Hauteur totale

Individus Ht 15 Ht 30j Ht 45 Ht 60j Ht 90j
BA1 33,611 b 38,333 b 44111 b 48,056 b 60,556 c
BA3 33,967 b 37,333 b 43,407 b 48,463 b 59,011 c
BA4 34,900 b 38,933 b 45,200 b 51,400 b 68,274 b
BA5 42,000 a 47,633 a 55,400 a 63,000 a 80,833 a
BA6 42,467 a 48,267 a 53,633 a 59,600 a 69,867 b
BAS 29,000 ¢ 34,011 ¢ 39,163 ¢ 44,689 c 57,079 c
Moyenne 36,00 40,75 46,81 52,53 65,93
F 15,89 18,83 30,54 14,21 14,72
Pr>F 0,0001 0,0001 0,0001 0,000 0,0001
h2g 0,937 *** 0,946 *** 0,967 *** 0,929 *** 0,932 ***
CVp (%) 14,7 14,2 13,1 13,9 13,7

Hauteur de I’hypocotyle

Individus Hyp 15j Hyp 30j Hyp 45j Hyp 60j Hyp 90
BA1 21,722 b 24167 b 26,167 b 28,444 b 29,167 a
BA3 19,933 b 20,867 b 24,089 b 25,744 b 26,822 a
BA4 20,033 b 21,400 b 23,500 b 25,167 b 26,452 a
BA5 23,500 a 24967 b 27,367 b 29,133 b 29,633 a
BA6 26,233 a 28,067 a 30,067 a 32,067 a 32,433 a
BAS 18,433 b 19,581 b 21,733 ¢ 23,130 ¢ 23,586 b
Moyenne 21,64 23,17 25,48 27,28 28,01
F 7,75 6,632 8,24 9,89 6,83
Pr>F 0,002 0,004 0,001 0,001 0,003
h2g 0,871 0,849 0,876 0,898 0,853
CVp (%) 14,10 14,88 12,55 12,34 11,94

Nombre des feuilles développées

Individus _ NFE 15 NFE 30j NFE 45; NFE 60j NFE 90
BA1 2,000 b 2,500 b 3,444 a 4,222 b 4,167b
BA3 2,033 b 2,667 b 4,348 a 4,244 b 5,189 a
BA4 2,000 b 2,567 b 3,500 a 4,933 b 6,352 a
BA5 2,467 a 3,167 a 4,233 a 5,700 a 6,200 a
BA6 2,467 a 3,367 a 4,500 a 5,367 b 5,333 a
BAS 2,000 a 2,459 b 3,493 a 4,615Db 4,868 a
Moyenne 2,16 2,78 3,92 4,84 5,34
F 25,28 6,01 1,78 5,83 4,56
Pr>F 0,0001 0,005 0,191 0,006 0,015
h?g 0,960 0,833 0,438 0,828 0,780

10,78 15,26 18,00 13,86 17,88

CVp (%)




Nombre de folioles développées

Individus NFO 15j NFO 30j NFO 45j NFO 60j NFO 90j
BA1 6,667 b 6,833 b 8,444 b 9,667 b 11,278 b
BA3 6,433 b 7,433 b 9,367 a 10,589 b 11,732 b
BA4 7,400 a 7,667 b 9,367 a 11,067 b 12,048 b
BA5 7,033 b 8,133 a 9,800 a 12,233 a 14,300 a
BA6 7,000 b 7,833 b 10,067 a 11,967 a 14,067 a
BAS 6,667 b 7,330 b 9,367 a 11,800 a 13,378 b
Moyenne 6,86 7,53 9,42 11,22 12,80
F 6,65 6,91 5,57 5,95 5,54
Pr>F 0,003 0,003 0,007 0,005 0,007
h2g 0,849 0,855 0,820 0,831 0,819
CVp (%) 5,55 6,49 6,58 9,67 11,25

Provenance de Ranomafana
.Hauteur totale

Individus Ht 15j Ht 30j Ht 45j Ht 60j Ht 90j
RF5 42 444 a 49,889 a 57,111 a 63,222 a 81,667 a
RF10 32,800 b 38,789 b 41,526 b 46,815b 58,989 b
RF11 35,222 b 43,000 b 49,000 b 56,667 b 75,222 b
RF12 36,133 b 43,133 b 46,667 b 55,200 b 70,333 b
RF13 29,958 b 35,417 b 37,167 b 42,250 b 51,917 b
RE15 42,458 a 49,750 a 53,042 a 59,042 a 73,875 b
Moyenne 36,50 43,33 47 .41 53,86 68,66
F 5,01 5,39 5,87 6,03 4,33
Pr>F 0,010 0,008 0,006 0,005 0,017
h2g 0,800 0,814 0,829 0,834 0,769
CVp (%) 15,90 15,08 17,22 16,19 18,93
Hauteur d’hypocotyle

Individus Hyp 15 Hyp 30j Hyp 45 Hyp 60j Hyp 90j
RF5 22,222 a 23,667 a 24,556 a 25,778 a 28,444 a
RF10 17,870 a 19,893 a 20,063 a 20,889 a 24,670 a
RF11 20,000 a 22,111 a 22,889 a 25,000 a 26,000 a
RF12 21,400 a 22,867 a 23,333 a 25,267 a 28,200 a
RF13 17,542 a 19,208 a 19,958 a 21,250 a 22,625 a
RF15 23,333 a 24,833 a 25,417 a 26,583 a 27,917 a
Moyenne 20,39 22,09 22,70 24,12 26,30
F 2,70 2,36 2,46 2,76 1,61
Pr>F 0, 074 0,103 0,093 0,069 0,230
h?g 0,629 0,577 0,594 0,638 0,380
CVp (%) 14,88 13,14 13,18 12,93 13,10
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Nombre des feuilles développées

Individus NFE 15j NFE 30j NFE 45j NFE 60j NFE 90j
RF5 3,111 a 3,556 b 4,889 a 6,222 a 7,556 a
RF10 2,556 a 3,737Db 4,219b 5,396 b 6,304 a
RF11 2,556 a 3,778 b 4,556 b 5,778 a 7,000 a
RF12 2,200 a 3,733 Db 5,133 a 6,000 a 7,800 a
RF13 2,083 a 2,875b 3,250 b 4,292 b 4,875b
RF15 3,417 a 4,292 a 4,958 a 6,458 a 6,958 a
Moyenne 2,65 3,66 4,50 5,69 6,74
F 2,68 5,03 6,10 8,66 5,85
Pr>F 0,075 0,005 0,005 0,001 0,006
h2g 0,626 0,801 0,836 0,883 0,829
CVp (%) 25,24 14,29 17,09 14,51 17,44

Nombre de folioles

Individus NFO 15j NFO 30j NFO 45j NFO 60j NFO 90j
RF5 6,556 a 9,889 a 11,222 b 13,000 b 17,889 a
RF10 6,585 a 8,796 b 9,878 b 11,648 ¢ 15,619 b
RF11 6,778 a 9,222 a 10,333 b 12,000 c 16,111 b
RF12 6,933 a 9,667 a 11,467 b 13,333 b 16,867 b
RF13 6,750 a 7917 b 9,000 ¢ 11,500 c 14,917 b
RF15 7,083 a 10,250 a 12,333 a 14,333 a 18,000 a
Moyenne 6,78 9,29 10,70 12,63 16,57
F 1,98 9,19 15,10 15,15 4,39
Pr>F 0,153 0,001 0,0001 0,0001 0,017
h2g 0,496 0,891 0,938 0,934 0,772
CVp (%) 4,15 9,57 11,35 8,88 8,76
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ANNEXE VIII : Exemple des résultats d’étude de diversité nucléaire

Caracteristiques de

Espéce Distribution l'espéce Etudes nuclé:
Mode de dispersion n H- o
Pterocapus
officinalls Jacq. insular barochorefhydrochore 202 0.24-0.59 0.29 Muller et al (2007}
Santalum insulare  insular zoochore 162 0.27-0.56 0.23 Lhuiller et al. (2008)
Santalum
austrocaledonicum insular barochore/zoochaore 431 0.11-0.74 0.33 Bottin et al. (2005)

Collevatti, Grattapaglia &
Caryocar brasiliense continental barochore/zoochore 314 0.58-0.85 0.11 Hay (2003)

Sanou, Lovett & Bouvet.

Vitellaria paradoxa continental barochore/zoochore 169 0.25-0.42 0.05 (20085)
Grevillea

macleayana continental barochore 130 0.42-0.53 0.22 England et al. (2002)
Vouacapoua Dutech, Joly & Jarne
americana continental zoochore 408 0.34-0.52 0.08 (2004}
Symphonia

globulifera continental barochorefzoochore 914 0.72-0.85 - Aldrich et al. (1998)
Swietenia

macrophylla continental barochore/zoochaore 194 0.78-0.81 0.1 Lemes et al. (2003)
Swietenia

macrophylia continental barochore/zoochore 284 0.59-0.80 0.11 Movick et al. (2003)
Melaleuca

alternifolia continental barochorefzoochore 500 0.13-0.92 0.07 Rossetto et al. (1999)
Fraxinus excelsior L. continental anémochore 590 0.74-0.82 0.012 Hebel et al. (2006)

Selon Muller et al (2008)
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ANNEXE IX : Résultats d’analyse de variance pour tester 1’effet de fragmentation sur les
parametres de diversité obtenus des marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques

Dégré de Microsatellites nucléaires Microsatellites
fragmentati chloroplastiques
on
Npop Nap,. R (1) He e Fis Npo Nagy, Neg, Hep
(Nind) P=0.02 P=0.0 P=0.2 P=0.01 p P=036 P=0.20 P=0.130
9 62 82 8 (Nin 4 2
d)
4 1318 726 0.78 3
d=1 0.06 a 403a 297a 0.60a
(211) a a a (38)
d=2 3 8.93 7.28 0.75 0.12 4
252a 148a 0.26a
(64) ab a a ab 54)
d=3 11 6.74 0.75 7
9.41b 0.15b 399a 258a 0.51a
(265) a a (66)

Npop : nombre de population dans chaque catégorie de fragmentation
Nind : nombre d’individus d’arbres correspondent a ces populations

Na,, : nombre d’alléles moyen

Na., : nombre de chlorotypes moyen
He,.. : Héterozygotie entendue

Fis : indice de fixation

Necp : nombre de chlorotype effectif,
Hcp : indice de diversité chlorotypique

(1) ANOVA basé par la comparaison de 10 populations avec de taille de population supérieure a 15 individus

P : probabilité value associé au test de Fisher (risque 5%)
d=1 : population non fragmentée

d = 2 : population moyennement fragmentée

d= 3 : population trés fragmentée
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ANNEXE X : Photo des graines de 6 espéces de Dalbergia

Photo n°14 : Aspect des graines de D trichocarpa, D greveana, D purpuresens, Dmollis, D monticola,
D emirnensis
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