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Premier chapitre - Introduction générale : Cadre général et objectifs de la thése

PREMIER CHAPITRE - INTRODUCTION GENERALE

1. CADRE GENERAL ET OBJECTIFS DE LA THESE

1.1. INTRODUCTION

La trés forte demande en bois domestique des pays tropicaux a conduit a ’établissement de
plantations d’essences forestiéres a croissance rapide. Ces especes, essentiellement des genres
Pinus, Euncalyptus et Acacia, allient pour la plupart qualité du bois, plasticité, forme souvent

excellente et production rapide et économique.

Le bois a Madagascar couvre de 80 a 90 % des besoins en énergie domestique. A titre d'exemple,
les besoins en bois énergie de la capitale (un million d'habitants) s'élevaient en 1992 a plus de
1.000.000 t/an. L’approvisionnement est couvert a 93 % pat les taillis d'eucalyptus des
plantations paysannes qui représentent la premicre culture de rente dans les zones de production
(Bertrand 1992). Conséquence de la dégradation des foréts naturelles et donc de leur protection,
la part des eucalyptus dans la production de bois de service et d’ceuvre devient de plus en plus
importante. Selon les derniers inventaires effectués, les peuplements forestiers artificiels en
eucalyptus couvriraient 147.000 ha (Randrianjafy 2000). Compte tenu des besoins grandissant de
la population et du développement de Madagascar, la volonté du gouvernement malgache est
d’inciter au reboisement et tout porte a croire que les surfaces plantées vont connaitre un
développement important. Si les premicres plantations ont pu étre réalisées avec des graines
importées, récoltées directement dans l'aire d’origine, les besoins sont rapidement devenus si
élevés qu’il s’est avéré indispensable, a Madagascar comme ailleurs, de disposer localement de

parcelles grainicres.

Le verger a graines est probablement le dispositif le plus couramment utilisé a cette fin (Eldridge
1975). Des individus, sélectionnés ou non, sont disposés de fagon aléatoire sous la contrainte
d’éloignement maximal entre apparentés et vont mutuellement se polliniser de fagon a produire
des graines recombinant les caracteres parentaux. La parcelle est gérée de fagon a promouvoir un
développement rapide des houppiers et une floraison abondante et précoce, par l'utilisation de

forts écartements de plantation et un travail cultural soigné (entretiens, fertilisations, ...).
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Afin de subvenir aux besoins des reboisements, le Cirad-forét (Centre de Coopération
Internationale de Recherche Agronomique pour le Développement - Département forét) et le
FOFIFA (Centre National de la Recherche Agronomique pour le Développement Rural),
associés au SNGF (Silo National des Graines Forestieres) ont mis en place un important
dispositif de production grainicre couvrant ensemble des zones bioclimatiques de Madagascar
(Chaix et Ramamonjisoa 2001). A terme, ce dispositif permettra l'autosuffisance pour les

principales especes de reboisement.

Les objectifs fixés aux vergers a graines d’especes foresticres sont généralement multiples. En
effet, outre la production de graines améliorées et selon que tout ou seulement une partie des
individus est récoltée, ils jouent un role primordial dans la conservation des ressources
génétiques. Les variétés produites par ces vergers a graines sont destinées aux plantations
villageoises. Pour répondre a ces contraintes, il faut produire des variétés combinant productivité
et plasticité permettant ainsi de maintenir une production régulicre dans des environnements
différents. L’enjeu est alors d’effectuer des sélections et simultanément de maintenir la variabilité

génétique des populations.

Lefficacité du brassage va cependant conditionner la réalisation des objectifs assignés au verger :
est-elle suffisante pour assurer la conservation de I'ensemble des génes ou conduit-elle a une
réduction de la taille efficace de la population ? Permet-elle de considérer comme valides les
principales hypothéeses implicitement contenues dans les modeles génétiques ou ne conduit-elle

pas a une inefficacité de la sélection ?

La biologie de la reproduction des principales espéces d’eucalyptus est relativement bien décrite
dans laire naturelle. Préférentiellement allogames, elles supportent, cependant, un taux non
négligeable d’autogamie. La proportion de croisements autogames est tres variable et dépend,
outre des individus, des conditions locales d’environnement. Le régime de reproduction, en
dehors de la zone d’origine, a été jusqu’a présent tres peu étudié alors méme que la pollinisation
libre est le mode de reproduction habituel utilisé dans les programmes d’amélioration génétique

et de production grainiere.
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1.2. PROBLEMATIQUE

1.2.1.Evolution de la structure génétique des populations d’amélioration

L’évolution des populations est soumise a des évenements plus ou moins controlés qui modulent
la diversité génétique a des échelles de temps différentes. Trois facteurs 'augmentent: i) la
recombinaison, lorsque I'on constitue les vergers a graines a partir de populations différentes
qu’elles soient issues de vergers de génération n-1 ou des réintroductions de ressources
génétiques ; ii) la migration due au flux de pollen externe au verger, iii) et les mutations. Deux la
réduisent : i) la sélection effectuée dans les populations pour constituer les populations de
génération n+1 ; ii) la réduction de la taille efficace des populations due aux écarts a la panmixie
du fait de la floraison, du succes reproducteur, des flux préférentiels de pollen et de
I’échantillonnage, volontaire ou non, réalisé lors de la récolte des graines. Ces forces et leurs
dynamiques dépendent des caracteres biologiques de lespéce considérée, des choix du

sélectionneur et des conditions environnementales.

L’estimation des contributions maternelles dans la descendance et leur rééquilibrage semble, «
priori, facile a réaliser par la simple pesée des graines et estimation de leur capacité germinative.
Les contributions paternelles ne sont pas ou ne sont que partiellement controlées. La
« randomisation » des génotypes au sein d’un verger favorise le brassage génétique. Toutefois,
elles restent inconnues et on doit alors faire ’hypothése que chaque géniteur femelle recoit un
nuage pollinique reflétant la diversité des géniteurs males présents. Pour Ewcalyptus rameliana,
Sampson (1998) montre, par exemple, une paternité multiple des graines pour un méme fruit.

Cette hypothése reste a vérifier et fait 'objet des travaux de cette these.

1.2.2. Les contraintes

Plusieurs contraintes particulieres a 'amélioration des arbres doivent étre prises en compte : la
durée des cycles d’amélioration, I'absence de domestication comparativement aux especes
agricoles, une variabilité génétique souvent importante des especes, un fort encombrement
spatial, et une utilisation en dehors de laire naturelle. La plupart de ces caractéristiques et
contraintes conduit a la structuration du peuplement que ce soit sur le plan génétique,
architectural ou dans le temps. Ceci, peut déséquilibrer les contributions parentales du verger
dans la constitution de la génération suivante, a travers la qualité et I'efficacité des flux de pollen

dans les vergers.
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1.2.2.1. Spécificités des espéces forestiéres

La durée des cycles d’amélioration est de 25 ans pour les résineux, 15 ans pour les peupliers et
7 ans pour les eucalyptus destinés a la production de pate a papier. Par rapport aux especes
annuelles, ceci conduit a I'augmentation, des risques de dégradation ou de destruction des
dispositifs d’expérimentation. Ceci nécessite de disposer de suffisamment de moyens, de
mobiliser de I'espace sur des périodes assez longues ou de développer des approches ou des
techniques raccourcissant la durée des cycles. Chez les eucalyptus, Bouvet (1995) a montré, sur
les caracteres de croissance, que les valeurs des génotypes, a trois ans et demi, constituent une
bonne estimation de celles a ’age adulte (7 ans). Les traitements physiques comme le cernage des
racines ou chimiques avec le placobutrazol, limitant le développement végétatif et favorisant
I'induction florale, permettent de raccourcir la durée des cycles d’amélioration (Cauvin 1991,

Moncur ez al. 1994).

Par rapport aux espéces agricoles, les essences foresticres ne sont pas domestiquées, elles
correspondent a du matériel sauvage. Cet état est associé¢ a une forte variabilité génétique pour de
nombreux caractéres, y compris ceux liés a la croissance ou a la floraison. Cette variabilité est liée
au mode de reproduction allogame, a laire naturelle parfois tres étendue et aux résultats des
forces évolutives de la sélection naturelle. Clest le cas, par exemple, d’Eucalyptus urophylla que 'on
rencontre a partir de 90m et jusqu’a 3000 m d’altitude (House et Bell 1994). Toutefois, cette
variabilité, le plus couramment évaluée a partir des caracteres de croissance et de forme, est

orteuse d’importants gains génétiques.
p p g g q

Les vergers a graines sont installés en milieu non contrélé. Ainsi, mis a part le choix du terrain et
le travail du sol qui tendent a uniformiser les conditions, le sélectionneur ne maitrise ni la
variabilité - physique ou biotique - du milieu, ni les aléas climatiques pouvant se produire tout au
long de la vie de I'arbre. Dans ces conditions, on peut estimer que les interactions génotype-
environnement sont importantes. Les travaux menés a Madagascar (Drfp 1990, Lebot et
Ranaivoson 1994, Chaix et Ramamonjisoa 2001) en matiere de choix d’especes et d’estimation de
la variabilité intraspécifique ont porté sur ’évaluation de la mortalité, de I’état sanitaire et des
caracteres de croissance. Aucune étude n’a encore été menée sur la phénologie des eucalyptus et
leur mode de reproduction en relation avec le milieu. Ce genre ne présente habituellement aucun
probleme de floraison et sa fructification est abondante. Néanmoins, si plusieurs études ont été
menées dans l'aire naturelle, trés peu de résultats sont publiés sur la reproduction en zone

d’introduction (vecteurs de pollinisation, mode de reproduction, ez.) et sur les conséquences au

14



Premier chapitre - Introduction générale : Cadre général et objectifs de la thése

niveau des descendances.

1.2.2.2. Les facteurs incontrblés

Les graines d’eucalyptus sont disséminées simplement sous I'effet de leur poids, correspondant a
la barichorie. Leur petite taille permet au vent de jouer un role complémentaire. En conséquence,
les distances de dissémination ne dépassent pas deux a trois fois la hauteur des semenciers. Elles
conduisent, dans les peuplements naturels, a I'existence de groupes d’individus apparentés de
différentes générations, appelés cercles de consanguinité (Florence 1996). Cette structuration des
populations naturelles a une forte influence sur la composition des lots de graines récoltés. Les
informations de base sur la station et les arbres sélectionnés et récoltés sont notées. En revanche,
peu de données sont disponibles sur le peuplement dans son ensemble et le mode de
reproduction a Porigine des graines récoltées. Néanmoins, les lots peuvent étre constitués a partir
d’un nombre important de semenciers. Ceci permet d’émettre ’hypothese que le nuage pollinique

échantillonné est représentatif du peuplement.

Dans les peuplements naturels comme dans les plantations, 'environnement immédiat des arbres
dépend des ressources du milieu (éléments minéraux, disponibilité en eau, lumicre) et de la
compétition entre individus essentiellement liée a la densité de plantation. En milieu non
controlé, 'acces a ces ressources n’est pas équilibré. Certains arbres plus exposés a la lumiere, par
exemple, développent un houppier plus important et prospectent de facon plus efficace les
ressources du sol par un développement racinaire plus important (exemple des arbres en bordure
de parcelle). Ceci conduit a une structuration du peuplement en arbres dominants, codominants
et dominés et peut donc mener a des croisements préférentiels entre arbres de méme statut et,
par exemple, a une sur-représentation des arbres dominants. Par ailleurs, Patterson ez 2/ (2001)

ont montré que le régime de reproduction varie selon le niveau de la canopée.

La phénologie de la floraison joue un réle important dans les flux géniques et donc dans les
écarts potentiels a la panmixie. La maturité sexuelle intervient plus ou moins tot, ceci en fonction
du génotype et de 'environnement dans lequel il est placé. La variété produite par le verger est
donc susceptible d’évoluer d’une génération a l'autre. I’asynchronisme partiel entre les arbres
précoces et tardifs contribue aussi aux écarts a la panmixie. Enfin, la régularité inter-annuelle des
processus phénologiques est de premicre importance pour Iéchange de genes, le succes de la

reproduction et la stabilité de la variété produite.
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Les insectes pollinisateurs, essentiellement les abeilles, ont un role majeur dans les flux de pollen.
Leur comportement dépend de la disponibilité en pollen et en nectar. La production,
généralement abondante de capsules et de graines, n’a pas suscité de questionnement précis sur la
capacité grainiere des eucalyptus. Classiquement, on estime qu’en zone d’introduction la présence
d’abeilles est suffisante pour assurer une bonne production grainicre. Mais, en pollinisation libre,
efficacité pollinisatrice moyenne des insectes n’est pas optimale car les croisements controlés
montrent une nette augmentation du nombre de graines viables par capsules en condition
saturante en pollen (Hodgson 1976a, Moncur ef al. 1995). Les arbres constituant les différentes
strates architecturales des vergers peuvent étre pollinisés par des groupes d’insectes différents
ayant une efficacité pollinisatrice différente. Ces observations globales masquent, sans aucun
doute, des variabilités individuelles importantes corrélées ou non avec la morphologie des fleurs

et des fruits, en relation probablement, avec le phénotype de I'arbre.

1.3. OBJECTIFS DE LA THESE

La mise en place d’un verger a graines suppose implicitement une reproduction panmictique des
individus. La qualité de la production variétale et Iestimation des paramectres génétiques,
déterminant Pefficacité des sélections, sont basées sur des hypotheses qui n’ont pour le moment
pas été vérifiées. Dans ces parcelles, la reproduction est supposée aléatoire et la population étre

en équilibre de Hardy Weinberg. Les hypothéses suivantes doivent alors étre remplies :

- Peffectif de la population peut-étre considéré comme infini ;

- tous les individus participent, a part égale, a la constitution de la génération suivante ;

- les croisements entre les individus se font au hasard et notamment, il n’y a pas de croisements
préférentiels ;

- 'absence de sélection : tous les génotypes ont la méme viabilité ;

- 'absence de migration : pas d’apport d’alléles nouveaux ;

- absence de mutation.

Malgré toutes les précautions prises lors de I’établissement des vergers a graines, outre I'existence
de croisements privilégiés entre voisins du seul fait des proximités géographiques, de nombreux

facteurs sont, comme nous I’avons vu, sources d’écarts a la panmixie :

- le manque de synchronisme de la floraison, en particulier, entre individus d’origines
Yy > > g

géographique et écologique différentes constitue une barricre infranchissable aux flux de geénes ;
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- 'abondance de la floraison, et donc la part prise par chacun des individus dans la constitution
de la variété attendue, peut étre tres irrégulicre ;

- en outre, lirrégularité naturelle de la floraison, I'effet d’une saison aux pluies particulierement
abondantes ou parcimonieuses peuvent conduire a d’importantes variations inter annuelles de la
quantité et, en cas d’interactions génotype-environnement, de la qualité de la récolte de graines ;

- le pourcentage d’autofécondation n’est pas nul, il peut varier d’un individu a 'autre ;

- les flux polliniques sont tributaires de 'abondance et de l'activité des insectes pollinisateurs, ils
peuvent étre insuffisants ou a contrario, tels, qu’ils conduisent a de Papport de pollen externe ;

- 'incompatibilité stricte ou partielle de certains génotypes peut limiter le brassage génétique.

L’efficacité de la conservation et de la sélection repose sur une bonne connaissance des processus
de la reproduction. Comme il vient d’étre exposé, de nombreux facteurs conduisent a des écarts a
I'’hypothese de panmixie ayant des conséquences importantes sur la taille efficace des populations
et a des prédictions erronées de I’évolution des populations en terme de diversité génétique.
L’objectif de cette theése est donc d’estimer le mode de reproduction, de mesurer les écarts a la
panmixie et d’en déterminer les principaux effets sur la valeur de la variété-population récoltée et
sur Pefficacité de la sélection. Il s’agit donc de décrire, de comprendre et si possible d’améliorer le

fonctionnement du systeme.

1.4. MATERIEL VEGETAL

Eucalyptus grandis constitue une plante mod¢le dans la mesure ou elle appartient au sous-genre
Symphyomyrtus qui renferme la plupart des eucalyptus d’intérét majeur au niveau mondial. Elle est,
d’ailleurs, 'une des espéces d’eucalyptus principales pour le reboisement. Elle couvre plus de trois
millions d’hectares dans la zone subtropicale et est utilisée a la fois pour la production de bois
d’ceuvre, bois de trituration (papier, viscose) et de bois énergie. Sa production est
exceptionnellement forte, couramment autour de 20-30 m’ha’an’, mais atteignant souvent 40 a
50 m’ha'an”. A Madagascar, elle constitue I'espéce la plus intéressante pour les reboisements de

production sur tout le versant Est.

Le verger a graines étudié est constitué de 349 individus d’E. grandis sélectionnés dans 11
descendances de 4 provenances récoltées dans I'aire naturelle de Pespece (cote Est de ’Australie)
et d’une provenance malgache. La population de descendants est constituée par 30 familles de

demi-freres, récoltées dans le verger, issus de pollinisation libre pour un total de 724 individus.
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1.5. METHODOLOGIE APPLIQUEE

Notre approche s’articule autour de trois points : 1) caractérisation de la population parentale ; ii)
estimation des flux de génes réels pour une saison de floraison ; iii) évaluation de ces flux de
genes sur I’évolution de la diversité génétique et la valeur de la descendance. La diversité des
questions et des phénomenes en cause conduit a I'utilisation d’approches variées plus ou moins

spécifiques a 'une ou a Iautre population.

Les marqueurs microsatellites seront utilisés afin de caractériser 'ensemble des 349 individus du
verger constituant la population parentale. Ces données permettront ’évaluation de la diversité
génétique et la description de sa structuration. L’étude précise de la phénologie (importance,
durée et pic de floraison) de chaque individu pendant 3 saisons de floraison apportera des
éléments de compréhension sur le fonctionnement du verger: apparentements potentiels,
asynchronisme, importance de la production graini¢re. Cette étude sera précisée par le piégeage
puis lidentification des insectes pollinisateurs et les résultats de croisements en pollinisation

controlée.

Un échantillon de graines récoltées sur des géniteurs bien identifiés sera analysé a l'aide des
marqueurs microsatellites. La recherche en paternité de chaque graine permettra de retracer les
éveénements de pollinisation réussis a l'origine de ce lot. Enfin, et afin de prédire la valeur de la
variété récoltée, les individus obtenus a partir de ces lots seront mis au champ et leurs

performances en croissance seront analysées en fonction du degré d’apparentement des géniteurs.

1.6. PRESENTATION DES DIFFERENTES PARTIES DE LA THESE

A certains endroits du document, nous faisons référence aux articles relatifs a cette these placés
en fin de document. Néanmoins, la structure du document est telle que sa compréhension ne
nécessite pas la lecture de ces articles. Le document débute par une partie introductive présentant
le cadre de I’étude. Elle est suivie par la description du matériel végétal, des techniques et des
analyses employées. Les résultats sont présentés en trois parties. L.a premiere concerne la
typologie des géniteurs a partir des données d’inventaires sur la croissance et sur la phénologie
dans Pobjectif d’estimer les flux de génes potentiels. Dans la deuxiéme partie, nous présentons les
résultats des recherches en paternité a partir des données moléculaires des géniteurs et des

descendants. Et la troisieme partie des résultats porte sur la description de la diversité génétique
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entre les deux générations et la valeur agronomique des descendants en fonction des différents
types de croisements. Pour finir, nous discutons des effets de la reproduction, en relation avec les
caractéristiques du verger et des descendants, sur la gestion du verger a graines et sur les
méthodes destinées a accroitre lefficacit¢é de nos travaux en terme de conservation et

d’amélioration des eucalyptus a Madagascar.
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2. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1. CADRE DE L’ETUDE

2.1.1.Le secteur forestier malgache

Nous reprenons ici les points principaux du secteur forestier malgache détaillés par Chaix et

Ramamonjisoa (2001) en fin de document.

A Madagascar, la forét naturelle couvre 10,3 millions d’hectares. Elle renferme une biodiversité
unique puisque 80% des especes sont endémiques. Les foréts malgaches ont une dynamique de
croissance faible, caractéristique des foréts d’altitude, et renferment un nombre important
d’especes d’intérét économique. Elles sont exploitées pour les essences nobles (Palissandre,
Ebéne, Bois de rose, Hintsy, ...), pour I'approvisionnement en bois de la population, a 80%
rurale, et pour les besoins en surface agricole par leur défrichement. L’accessibilité restreinte des
foréts dues a leur protection conduit a la surexploitation de certaines d’entre-elles jusqu’a des
stades de dégradation irréversibles mettant en péril la production agricole et donc I'alimentation

de la population.

A la différence des especes locales, 'usage d’especes exotiques permet la constitution rapide de
peuplements forestiers et répond a laugmentation des besoins en bois que nécessite le
développement du pays. Le choix de ces essences a demandé de lourds travaux en maticre
d’essais et d’acquisition des connaissances sylvicoles. Les eucalyptus et les pins sont les genres les
plus adaptés aux conditions écologiques variées de Madagascar. A T’heure actuelle, la surface
reboisée couvre 316 000 hectares constitués pour moitié d’eucalyptus. L'intérét de ces derniers
repose sur leur croissance rapide et sur la fourniture de bois a usages multiples. Les travaux plus
récents de la recherche forestiere concernent I’étude de la variabilité intra-spécifique des especes
principales de reboisement et 'approvisionnement en semences de qualité au moyen de verger a

graines.
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2.1.2. Les vergers a graines

Un verger a graines forestier est, selon la définition de 'O.C.D.E. (Organisation de Coopération
et de Développement Economique): «une plantation de clones ou de descendances,
suffisamment isolée ou spécialement gérée pour que les pollinisations exogenes soient
inexistantes ou faibles, conduite pour obtenir une production de graines fréquente, abondante et

de récolte aisée ».

Le concept de verger a graines fait son apparition dans les années 1920 (Zobel et a/ 1958). Ils
concernaient essentiellement les résineux et a plus petite échelle les especes feuillues (Koski
1975). En France, plus de 500 hectares de vergers a graines, pour moitié de vergers a graines de
clones, ont été installés depuis 1973 par I'Inra, le Cemagref et ’Onf Pensemble financé par I’état
et ’Afocel. Ils devraient assurer, potentiellement, 'approvisionnement pour 2 millions d’hectares
de plantations en France et a I’étranger. Ils concernent 9 essences résineuses : Douglas, Epicéa,
Méleze d’Europe et du Japon, Pin Sylvestre, Pin Laricio de Calabre et de Corse, Pin maritime,
Sapin Bormiller ; et plusieurs especes feuillues : Merisier, Erable, Chéne rouge, Aulne, e#. Les
gains attendus de ces vergers se situent entre 15 et 30% selon les especes et le caractére considéré.
Plus récemment, les vergers d’équivalent-clone de pin maritime, basés sur des descendants issus

de polycross, pourraient apporter des gains estimés a 50% sur la vigueur (Plomion e a/. 2001).

En ce qui concerne les eucalyptus (Eldridge 1975, Hodgson 1977), le premier verger a graines de
semis (E. maculata) date des années 1950 au Brésil. Ensuite, des vergers ont été plantés en Floride
(E. robusta) et en Australie (E. regnans, E. grandis, E. diversicolor, E. deglupta). Parallelement, des
vergers a graines de clones ont été installés pour E. camaldulensis, E. tereticornis, E. gomphocephala au
Maroc entre 1958 et 1962, en Australie (E. melliodora) en 1963, en Afrique du Sud et en Zambie
(E. grandis, E. saligna) entre 1964 et 1972. En zone tempérée, au Portugal, les premiers vergers de

clones d’E. globulus plantés en 1970 ont fait suite aux vergers a graines de semis installés dés 1966.

En Afrique, les travaux dans ce domaine concernent principalement le Maroc, ’Afrique du sud, le
Congo, le Ghana, Madagascar, la Zambie, le Zimbabwe. Le dispositif malgache est unique
puisqu’il est constitué de vergers a graines de semis, de clones ou de familles pour 10 especes
d’eucalyptus, 5 especes de pins, 4 especes d’acacias australiens ou africains, 2 especes de casuarina
et 6 autres essences. Il faudrait rajouter a ceci les peuplements semenciers classés et gérés par le

Sngf. Les détails du dispositif malgache sont donnés par Chaix et Ramamonjisoa (2001).
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Tableau 1. Sutfaces et especes principales

d'eucalyptus plantées dans les pays possédant
des plantations d'eucalyptus en 2000 (Revista da
Madeira 2001)

Pays Surface (ha) Espéce principale
Afrique du Sud 600 000 E. grandis
Angola 135 000 E. tereticornis
Argentine 240 000 E. grandis
Brésil 2955 000 E. grandis
Chili 317 000 E. globulus
Chine 670 000 E. exerta
Congo 46 000 E. urophylla x E. grandis
Espagne 550 000 E. globulus
Ethiopie 95 000 E. globulus
Inde 4 800 000 E. tereticornis
Madagascar 147 000 E. robusta
Maroc 200 000 E. camaldulensis
Pérou 211 000 E. globulus
Portugal 690 000 E. globulus
Afrique du sud 470 000 E. grandis
Espagne 390 000 E. globulus
Uruguay 302 000 E. globulus
Vietnam 245 000 E. camaldulensis
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2.1.3.Importance des eucalyptus au niveau mondial

L’aire naturelle du genre Eucalhptus se situe entre 7° de latitude nord et 43° de latitude sud, sur
I'ensemble du continent australien et de la Tasmanie. Seules deux espéces ont une aire de
répartition hors de I’Australie : Ewcahptus deglupta (Papouasie Nouvelle-Guinée, Célebes, Céram,
Philippines) et E. #rophylla (archipel de la Sonde, Timot, iles de Flores et Wetar). L'aire naturelle
d'E. grandis se situe essentiellement sur la cote Est de I'Australie entre 16° et 34° de latitude sud et

143 a 154° de longitude est (figure 1).

2.1.3.1. Part des eucalyptus dans les reboisements mondiaux

Les plantations foresticres, avec une superficie de 180 millions d’hectares (FAO 1997) et une
forte productivité, jouent un réle prépondérant dans la foresterie mondiale. Depuis les années
1980, leur forte extension a surtout été observée dans les pays tropicaux et subtropicaux. Parmi
les especes forestieres les plus utilisées, celles du genre Euwcalptus se distinguent par leur
croissance juvénile forte et la productivité des plantations dans des conditions écologiques tres

variées en zone tropicale, sub-tropicale et tempérée.

Avec la progression rapide des plantations d’eucalyptus durant les 20 dernicres années, ce genre
représente 18% des surfaces reboisées dans la zone sub-tropicale et tropicale (figure 2). Les
surfaces plantées en eucalyptus connaissent un accroissement soutenu et continu se traduisant par
un doublement de surface tous les 10 ans. Au niveau mondial de 1973 a 2000, les plantations sont
passées de 4 millions a plus de 16 millions d’hectares (figure 3) recensés sur 73 pays (Davidson
1995). En 1997, 9 millions d’hectares étaient du ressort des plantations industrielles et 5

concernaient la foresterie paysanne (figure 4).

Les especes introduites, dans les différents pays, depuis le début du XX si¢cle sont au nombre de
150 (Vigneron 2000). Rares sont les genres ayant connu une diffusion avec un si grand nombre
d’especes. Cependant, malgré toutes ces introductions, moins d’une trentaine d’especes
(tableau 1) est exploitée de facon significative en plantation. Quatre especes, E. camaldulensis,
E. globulus, E. tereticornis et E. grandis occupaient, a la fin des années 1980, plus de la moitié des
surfaces plantées (Eldridge ez @/ 1993). En moins de dix ans, E. globulus pour la péninsule ibérique
et les hybrides interspécifiques E. #rophylla x E. grandis du Brésil et du Congo ont fortement
pénétré le marché européen de la pate a papier mais d’autres espeéces pourraient fournir des

produits tout aussi satisfaisants (Cotterill et Brolin 1997).
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Le classement par ordre décroissant de production est le suivant: E. grandis, E. camaldulensis,
E. tereticornis, E. globulus, E. urophylla, E. viminalis, E. saligna, E. deglupta, E. exerta, E. citriodora,
E. paniculata, E. robusta. Cependant, la production est largement tributaire des conditions
bioclimatiques et chacune des quatre principales especes, précédemment citées, est plantée dans
une zone géographique bien déterminée. Les hybrides interspécifiques naturels et plus récemment
ceux issus de croisements controlés pour les besoins des programmes de sélection ont permis le
développement de la foresterie clonale. Ces variétés connaissent un développement de plus en
plus important s’expliquant par une productivité accrue par rapport aux especes pures : 30-45
m’ha’an” au Brésil. Les programmes d’amélioration et la mise au point de la conduite sylvicole
apportent a chaque cycle de sélection des progrés notables. Au Congo, inférieure 2 10 m’ha’an’
en 1970, la production est passée a 25 m’ha'an” (Vigneron 2000). La foresterie clonale est
destinée aux sociétés de reboisements industriels. En revanche, les reboisements paysans

reposent sur les especes pures diffusées sous forme de graines.

2.1.3.2. Valorisation du bois d’eucalyptus

Par rapport a d’autres spéculations agricoles de type « plante pérenne », les surfaces concernées
par les plantations d’eucalyptus sont comparables a celles consacrées au palmier a huile et a
I’hévéa (FAO, 2002). La valeur économique de 'eucalyptus, dans le commerce mondial, dépend
essentiellement du marché de la pate a papier. Au milieu des années 1990, celui-ci était de 174
millions de tonnes (FAO 1997) dont 31 millions provenaient de bois d’eucalyptus (Wilson e7 4.
1995). Leur part s’est accrue, avec celle des feuillus, aux dépends des résineux (10% en 1950 a
30% en 1997). Les caractéristiques physiques du bois d’eucalyptus et son prix de revient
expliquent cette évolution. A titre d’exemple, le Maroc est devenu producteur et exportateur de
pate a papler grace aux plantations d’Ewcalptus camaldulensis réalisées dans les années 1980

(Bouvet 1999).

Dans les pays du Sud, le bois énergie constitue un débouché important du bois d’eucalyptus. La
consommation, pour ce type d’usage, est plus difficile a évaluer puisque la production est auto
consommée et qu’elle ne fait pas 'objet de commerce international. Entre les années 1970 et
1994, les utilisations domestiques de bois de feu et de charbon de bois ont beaucoup plus

augmenté dans les pays en développement par rapport aux pays industrialisés (figure 5).
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Tableau 2. Classification simplifiée des eucalyptus et espéces citées (Vigneron et Bouvet 1997)

Sous genre Nombre  Section = Nombre Principales espéces introduites 2 Madagascar
d'especes d'espéces
Blakella 8 Lemnria 8 -
Corymbia 34 Rufaria 26 gummifera, intermedia
Ochraria 8 exc-citriodora, ex-maculata, torelliana
Eudesmia 17 Onadraria 11 -
Apicaria 6 =
Ganbea 2 Curtisaria 2 -
Idiogenes 1 Gymparia 1 cloeziana
Monocalyptus 120 Hesperia 17 -
Renantheria 103 Jfastigata, marginata, muellerana, pilularis, regnans, sieberi
Symphyomyrtus 378 Tingleria 1
Transversia 19 deanei, grandis, resinifera, robusta, saligna, urophylla,pellita, scias
Bisectaria 122 cladocalyx, gomphocephala, spathula
Dumaria 38 parviflora
Excsertaria 38 alba, brassiana, camaldulensis, exerta, fereticornis
Maidenaria 75 dalrympleana, gunii, globulus, pulvernlenta, nitens, viminalis, urnigera
Adnataria 84 albens, crebra, lencoxylon, melliodora, microcorys, paniculata, sideroxylon
Sebaria 1 -
Telocalyptus 4 Howittaria 1 -
Eguatoria 3 E. deglupta

Compte tenu de la révision permanente du genre, cette classification des especes est donnée a titre indicatif
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Le bois d'eucalyptus, souvent scié sur place (figure 6), fournit des produits divers utilisés par les
particuliers et la petite industrie (bois équarris, poteaux, traverses de chemin de fer). D’autres
usages, plus récents et a plus haute valeur ajoutée, sont apparus tels que la construction
immobiliere, 'ameublement, la menuiserie, 'agencement intérieur ou encore la production de
placages décoratifs (figures 7 et 8). Le développement de la valorisation des bois d'eucalyptus est
le résultat direct des travaux de la recherche appliquée menée notamment en Australie. Entre 10
et 15% des volumes en bois d’eucalyptus sont utilisés par I'industrie dont 5 a 7% pour le bois

d’ceuvre, essentiellement en sciage (Bouvet 1999).

Depuis une dizaine d’année, de nombreux pays s’orientent vers la production de bois d’ceuvre a
partir d’eucalyptus (figure 9). E. delegatensis, E. obligna et E. regnans sont commercialisés dans
I’hémisphere Nord sous la dénomination commune de « Tasmanian Oak » (chéne de Tasmanie).
E. marginata (Jarrah) et E. diversicolor (Karri) sont importés d’Australie en Europe. Si autrefois, le
marché concernait le bois issu des foréts naturelles, actuellement le commerce repose sur les bois
de plantations. En zone d’introduction, comme au Chili, le bois d’E. globulus est commercialisé

sous I'appellation « Chilian Oak » (Gérard et Bailleres 1999).

En dehors des utilisations déja mentionnées, les eucalyptus permettent diverses valorisations. Les
huiles, extraites a partir des feuilles, entrent dans les procédés de fabrication industrielle de
médicaments pour la protection de la peau, contre certaines atteintes respiratoires, de parfums,
d’additifs chimiques, ef. Ils assurent aussi l'approvisionnement en produits secondaires :
production de miel, de tanins, de régulateurs de croissance (phytohormones), d’insecticides
agricoles, de fongicides, d’adhésifs (a partir de I'écorce) et de compléments alimentaires pour

I’élevage (Davidson 1995).
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2.2. PRESENTATION GENERALE DES EUCALYPTUS

2.2.1.0rqganisation évolutive du genre Eucalyptus

Le genre Eucalyptus 'Hér. est 'un des 127 genres répertoriés de la famille des Myrtacées. Le
nombre d’especes et la structuration du genre sont en constante révision et il est difficile de
présenter succinctement ce genre. Il comprend plus de 700 especes, regroupées en sous-genres,
sections, séries et sous-séries d’inégales importances (tableau 2). D’un point de vue taxonomique,
les études phylogénétiques basées sur I'utilisation des marqueurs moléculaires du génome
cytoplasmique sont maintenant associés aux marqueurs botaniques classiques (Davidson 1995,

Steane et Byrne 1998, Vigneron 2000).

Le nombre de chromosomes, identique chez toutes les especes, est de 2n = 22. Le génome, de
taille modeste, est a peine quatre fois plus gros que celui d’Arabidopsis thaliana, 150Mb pour
600Mb pour E. grandis. A titre de comparaison, celui du chéne (Quercus robur) est de 900Mb et
celui du pin (Pinus pinaster) atteint 24000Mb (Plomion 1999).

L'analyse des 520 combinaisons hybrides naturelles répertoriées (Meskinen et Franklin 1984,
Griffin e al. 1988) alimente la réflexion quant a la validité de la classification taxonomique et a
l'importance des barri¢res génétiques interspécifiques. Toutefois, la fréquence des hybridations
naturelles refléte assez bien la proximité systématique des différents taxons. Les huit sous-genres
sont strictement isolés, ce qui est confirmé par I'échec des pollinisations controlées. Les
croisements entre les sections sont assez rares, excepté dans les sous-genres Monocahptus et
Symphyomyrtus. Ceci tendrait a montrer que le découpage en sections n'a pas la méme signification
biologique dans tous les sous-genres. Les hybridations inter séries et intra séries sont les plus
fréquentes (Vigneron et Bouvet 1997) et leurs succes ou leurs échecs alimentent la réflexion sur la

notion de limite d’espece.

La compatibilité génétique, nécessaire, n'est pas la condition suffisante a l'apparition d'hybrides
naturels : une étroite proximité spatiale, une coincidence, au moins partielle, des périodes de
floraison, un ou plusieurs agents pollinisateurs communs sont indispensables. Ces conditions
expliquent, en partie, la relative rareté des types hybrides par rapport a la dizaine de milliers de
combinaisons théoriquement possibles. La mise au point des techniques de croisements controlés
(Pryor 1951 cité par Bouvet 1982) associée a la possibilité de conserver le pollen a -20°C, plus

d’une année, ont toutefois amélioré les possibilités de production d’hybrides interspécifiques.
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Figure 10.Variabilité interspécifique de la taille des graines d’eucalyptus
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2.2.2.Caractéristiques et spécificités du sous-genre Symphyomyrtus

Le sous-gentre Symphyomyrtus, auquel appartient I'essentiel des eucalyptus cultivés, représente, de
loin, le groupe le plus important tant du point de vue du nombre d’especes (plus de 550 selon
certaines classifications) que de la diversité des formes ou des habitats occupés (Davidson 1995).
Le travail des botanistes australiens demeure important et de nouvelles espéces sont encore
décrites. Composé de huit sections, le sous genre Symphyomyrtus est celui pour lequel les relations

entre espéces sont les mieux connues.

Le confinement géographique des sections Bisectaria et Dumaria entraine leur isolement génétique,
bien que les échanges entre ces deux sections restent possibles dans I'extréme sud-ouest du
continent. Les soixante-dix especes de la section Adnataria couvrent l'aire géographique la plus
étendue et s'hybrident a des degrés divers, mais toujours tres faiblement, avec quatre des autres
sections : Bisectaria, Dumaria, Exsertaria et Maidenaria. Cette section apparait donc génétiquement

relativement isolée.

Le groupe au sein duquel les échanges sont les plus intenses, auquel appartiennent les quatre
especes principales, est constitué des sections Maidenaria (E. globulus), Transversaria (E. grandis) et
Exsertaria (E. camaldulensis, E. fereticornis), qui présentent des caractéristiques agronomiques
complémentaires. Les flux géniques intra section sont importants. Toutes les especes n'y
participent pas, mais il est probable que les barrieres génétiques qui les isolent puissent étre mises
en défaut, au moins partiellement, par des manipulations simples de croisements controlés

(Vigneron et Bouvet 1997).

2.3. BIOLOGIE DES EUCALYPTUS

2.3.1.Généralités

2.3.1.1. Des graines jusqu’a la plantation

Les graines d’eucalyptus sont tres petites et ne présentent pas de dormance. Leur nombre au
kilogramme varie de 150.000 pour E. maculata a 14 millions pour E. deglupta (figure 10). Elles
germent des que les conditions favorables de température et d'humidité sont réunies. Elles se
conservent cependant, en chambre froide, plusieurs années sans baisse notable du pouvoir

germinatif. Leur abondance et leur taille constituent de réels atouts pour la dissémination (Boland
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1987). En revanche, les graines étant quasiment dépourvues de réserve, les plantules doivent

rapidement trouver les éléments nutritifs nécessaires a leur croissance.

La production de plants en pépinicre est délicate a réaliser. Les graines sont semées, a la volée, sur
des planches de semis spécifiques (substrat filtrant et tres fin). Les fontes de semis sont
fréquentes et il convient d’effectuer de fréquents traitements fongiques. Les plantules, au stade 4
a 6 feuilles (1-1,5 mois aprés le semis), sont repiquées en pot. Le milieu de repiquage et le mode
d’élevage des jeunes plants dépendra des spécificités du milieu et des moyens alloués. La

plantation est effectuée en pleine terre, labourée ou non, en début de saison des pluies.

2.3.1.2. Potentialités de croissance

Les eucalyptus ne forment pas de bourgeons dormants protégés. L'apex produit, en continu, de
nouvelles paires de feuilles et la croissance est indéfinie. Lorsque l'apex est détruit, un bourgeon
axillaire prend immédiatement le relais, la croissance ne se trouvant ainsi que temporairement
ralentie. En cas de défaillance du bourgeon axillaire, le bourrelet de tissu méristématique situé a sa
base est capable de développer de nouvelles pousses, le remplacement des axes est donc
perpétuellement assuré. Ces caractéristiques conferent a la plupart des espéces un fort potentiel
végétatif mis a contribution aprés un incendie, un gel ou l'exploitation humaine. I offre la
possibilité d'une conduite des peuplements en taillis, en assurant un renouvellement régulier et

efficace de l'appareil aérien (Pryor 1976).

Les eucalyptus sont caractérisés par une croissance juvénile forte (3-5 metres par an a Madagascar
sans intrant, 7 metres par an au Congo avec intrants) qui leur confere une aptitude particuliere a
Iinstallation de peuplement (figure 11). C'est d'ailleurs, avec la productivité des plantations et les
caractéristiques du bois, les principaux critéres qui ont fait leur succés mondial. Les essais, mis en
place dans la région d’é¢tude de Moramanga dans les années 1980, ont montré le potentiel
d’E. grandis. Sur les stations les plus fertiles (Périnet et Sandrangato), la hauteur moyenne atteint
45 métres et la production moyenne est de 70 a2 80 m’ha’an’ a 14 ans. La croissance est
nettement plus faible sur les sols moins riches, elle tombe a quelques metre cubes par hectare. Le
choix des provenances est primordial surtout lorsque les conditions de fertilité sont défavorables

(Bouvet et Andrianiriana 1990).

27



Cyme bipare Cyme bipare condensée

Figure 12. Atrchitecture de Pinflorescence de 1'E. grandis

O - e - s

e

Figure 13. Rameau florifére d'E. grandis Figure 15. Les différents stades floraux pour E. grandis



Premier chapitre — Introduction générale : Revue bibliographique

2.3.2.Biologie de la reproduction

Dans laire naturelle, la biologie de la reproduction des eucalyptus est faiblement documentée.
Les études n’ont porté que sur quelques especes d’intérét commercial dont les besoins en graines
de qualité, par exemple, sont importants et stratégiques comme E. delegatensis (Moran et Brown
1980), E. grandis (Martins-Corder et Lopes 1997, Junghans ez al. 1998), E. pellita et E. scias (House
et Bell 1996), E. regnans (Griffin et al. 1987, Griffin et Cotteril 1988) ou E. #rophylla (House et Bell
1994, Hardner et Potts 1995, Hardner e al. 1996).

D’autres travaux concernent les especes ayant une aire de répartition restreinte et posant des
problemes liés a la conservation des ressources génétiques en peuplement naturel : E. rameliana
(Sampson ¢t al. 1995), E. parvifolia (Prober et al. 1990), E. paliformis (Prober et al. 1990),
E. pulvernlenta (Peters et al. 1990), E. spathulata, E. cladocalyx et E. leptophylla (Ellis et Sedgley 1992)

ou a des problemes phytosanitaires chez E. marginata (Millar ez al. 2000).

Les observations directes de la floraison (durée de floraison, biologie florale, cycle phénologique,
ete.) sont réalisées pour les besoins des travaux de croisements interspécifiques en pollinisation
controlée (Griffin 1980, Griffin ez a/. 1988, Law ez al. 2000). 1l n’existe pas de travaux consacrés a

la comparaison de la biologie de la reproduction dans Iaire naturelle et en zone d’introduction.

2.3.2.1. Biologie florale

Chez les eucalyptus, les inflorescences présentent différents degrés d’expansion, d’agrégation ou
de compaction des fleurs. L’inflorescence unitaire est généralement appelée ombelle, bien qu’il
) : 5 : , N . g . , .

s’agisse d’une cyme bipare condensée ou les axes intermédiaires sont totalement réduits (figure
12). Le nombre de fleurs par inflorescence peut varier de 3 a 15 d’une espece a une autre. Chez

E. grandis, les inflorescences sont simples et axillaires, constituées par 7 fleurs (figure 13).

La fleur bisexuée et apétale des eucalyptus est adaptée a la pollinisation entomophile sans qu’il
existe une spécificité entre I'insecte et la fleur. Celle-ci porte de nombreuses étamines, portées par
un staminophore, qui lui donnent sa couleur jaune créme, et des nectaires (figures 14 et 15).
L’ovaire est du type infere surmonté par le style. Le nombre d’ovules est variable dans le genre :
de quelques dizaines chez E. fastigata (Boland et Sedgley 1986, Sedgley ez al. 1989), E. sieberi et
E. nitens (Tibbits 1989) a quelques centaines chez E. alba, E. woodwardit, E. camaldulensis (Sedgley et

Smith 1989, Moncur e al. 1995). Les ovules sont de deux sortes: il y a d’une part des
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ovules fertiles et d’autres part des ovulodes non fonctionnelles. Les tubes polliniques ne
pénetrent pas les ovulodes (Sedgley ef /. 1989). Leur fonction est encore obscure et leur structure
différe d’une espece a lautre. Leur disposition est un caractere utilisé en taxonomie (Carr et Carr
1962). Les ovules sont répartis dans 3 a 5 loges, appelées locules, disposées sur une ou deux
rangées selon les especes. Le nombre de locules est variable a 'intérieur d'une méme espece alors

que le nombre d’ovules reste généralement stable.

2.3.2.2. Pollinisation

Les productions abondantes de pollen et de nectar rendent les arbres en floraison attractifs pour
de nombreux insectes. Les insectes pollinisateurs sont tres variés : petits coléopteres, dipteres,
hyménopteres, 1épidopteres, hémipteres (Hodgson 1976a, Pryor 1976) et I'abeille domestique,
Apis mellifera, le plus fréquent. Ce mode de pollinisation, associé a une protandrie bien marquée,
favorise l'allogamie sans exclure le croisement entre fleurs d’un méme individu (geitonogamie).
Quelques especes d’eucalyptus sont visitées par de petits oiseaux ou de petits mammiferes

(Sampson ez al. 1995).

En Afrique du Sud, comme dans d’autres pays, E. grandis est une espece mellifere (Loock 1970,
Moncur et al. 1995, Davis 1997). L’apiculture favorise ainsi la pollinisation par les abeilles
domestiques (Moncur ef al. 1993, 1995). La composition du nectar des eucalyptus est plus riche
en hexoses (glucose et fructose) qu’en saccharose (85%/15%). Les abeilles domestiques sont
attirées préférentiellement par les especes produisant ce type de nectar (Davis 1997). Le
comportement des abeilles domestiques est relativement bien documenté. Leur présence favorise
les rendements grainiers mais leur efficacité sur le brassage génétique n’a pas été étudiée. Elles
sont généralement sélectives sur le type de fleurs (couleur, odeur, ez.) et leurs visites se confinent
souvent a un arbre et ses proches voisins (Moncur e/ al. 1995, Jackson 1996, Davis 1997).
L’origine du pollen récolté sur leur corps confirme qu’elles ont un comportement grégaire, elles
exploitent la ressource et y reviennent tant qu’elle est suffisante. Néanmoins, les échanges de
pollen a I'intérieur des ruches conduisent a 'observation de distances de pollinisation de plusieurs
kilometres (Vaissicre ez al. 1996). A Popposé, les visites des abeilles sauvages sont plus aléatoires

et elles transportent simultanément du pollen de plusieurs especes (Free et Williams 1972).

L’anthese précede la réceptivité du stigmate de 5 jours chez E. grandis et jusqu’a 15 jours pour

E. regnans mais cette durée varie beaucoup en fonction des conditions écologiques (Hogdson
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1976b, Sedgley ef al. 1989). La réceptivité du stigmate est synchrone avec l'apparition de la
pigmentation de la zone nectarifére. Les grains de pollen ne germeront quau moment de la
sécrétion d’exsudat produit par le stigmate lors de sa période de réceptivité. Les tubes polliniques
se propagent entre les cellules du tissu de transmission (Sedgley e a/. 1989, Sedgley et Smith
1989). Le nombre de fleurs fécondées par inflorescence doit étre suffisant pour qu’elles se
maintiennent jusqu’a la maturité des fruits. Le délai entre la germination du pollen et la
técondation proprement dite varie, selon les especes, de 24 heures a une semaine (Sedgley e al.
1989). Apres la fécondation, une zone d’abscission apparait a la base du style et juste apres, celui-

ci se détache de la fleur.

Les mécanismes limitant Pautofécondation sont différents d’une espece a lautre. Ils interviennent
a différents niveaux situés entre la croissance des tubes polliniques dans le style et la maturité de
la graine. Sur E. regnans, Sedgley et al. (1989) n’ont pas observé de différences, jusqu’a 16
semaines, dans le développement des embryons et de 'endosperme entre les croisements issus
d’autofécondation ou d’allofécondation. Une autre étude a montré que la pénétration des tubes
polliniques dans les ovules est réduite en autofécondation (Sedgley et Smith 1989). Pour d’autres
especes, la compétition entre les tubes polliniques peut limiter la proportion d’autopollen dans le
style (Boland e a/ 1987). En revanche, aucun résultat ne montre d’auto-incompatibilité
stigmatique. Les mécanismes post-zygotiques limitant le nombre d’individus autofécondés sont
peu documentés. 11 s’agirait plus d’'une compétition pour les ressources entre embryons puisque la
proportion d’individus issus d’autofécondation par capsule décroit avec le temps (Hardner et
Potts 1995, Moran et Brown 1980). Sedgley et Smith (1989) ont montré que l'autopollen
entrainait une forte chute des fleurs apres la pollinisation. Au final, il ne restait que 10% des fleurs

pollinisées par de 'autopollen comparé aux 30% en allogamie.

2.3.2.3. Production grainiére

L'aptitude a produire des graines, régulicrement et en quantité suffisante, constitue un des criteres
principaux pour le développement d’une espéce en reboisement. L'age d’entrée en production est
tres variable d'une espece a une autre (Florence 1996, Cremer 1971) : de 2-3 ans pour certaines
especes (E. fereticornis) il peut aller a plus de 25 ans pour d'autres (E. regnans). Mis a part quelques
especes comme E. grandis qui fructifient régulierement, il y a souvent une alternance entre une
bonne année de fructification et une ou plusieurs années de faible production (Setterfield et

Williams 1996).
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Tableau 3. Comparaison, chez les eucalyptus, du nombre de graines par capsule en fonction du type de
croisement

Graines viables par capsule Sources
Espece Nb Pollinisation Auto- Pollinisation
d’ovules libre pollinisation croisée

E. alba 160 6,0 (3-11) 1,0 22,0 Moncur ez al. 1995
E. albens - 2,0 (0,1-4,4) - - Burrows 1995
E. bicostata - 7,6 = 13,5 Moncur ez al. 1995
E. camaldulensis 130 13,0 (4-27) - - Moncut et al. 1995
E. camaldulensis - - - 55 (maximum)  Oddie et McComb 1998
E. camaldulensis 179 25 - - Doran et Burgess 1993
E. dadocalyx 57 - 0,5 1,6 Ellis et Sedgley 1993
E. delegatensis 38 3,3 - - Boland et Martensz 1981
E. fastigata 17 2,4 (1-5) - - Moncur ef al. 1995
E. globulus - 15 (10-20) - 38,0 Volker et al. 1990
E. grandis - 5,8 (2-16) 2,4 (0-10) 30,7 (1-68) Hodgson 1976a
E. grandis - - 0,2 3,0 Moncur e al. 1995
E. grandis = = 1,2 3,0 Hodgson 1976b
E. gummifera 36 1,2 (0-3) - - Moncur ef al. 1995
E. leptophylla 33 - 0,8 2,7 Ellis et Sedgley 1993
E. leucoxcylon - 5,7 (5-7) 1,2 (0-2) - Ellis et Sedgley 1993
E. melliodora - 4,6 (1-17) - - Burrows 2000
E. nitens 35 3,8 2,2 7.9 Tibbits 1989
E. paniculata 108 2,1 (0-8) - - Moncut et al. 1995
E. regnans - 4,1 2,6 42 Eldridge et Griffin 1983
E. saligna 159 1,8 (0-15) - - Moncur ef al. 1995
E. spathulata 40 - 1,2 9,2 Ellis et Sedgley 1992
E. sieberi 24 1,6 (0-4) - - Moncur ez al. 1995
E. woodwardii 250 - 6,8 18,2 Sedgley et Smith 1989
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Trois mois apres la fécondation, le fruit se développe en une capsule lignifiée. Les graines se
détachent du placenta mais restent dans les loges obstruées par les valves. Le temps de
maturation varie d’une espece a une autre et il dépend des conditions climatiques. Dans D'aire
naturelle, la maturation compléte des fruits intervient 8 a 9 mois apres la floraison soit de janvier
a avril (Boland e 4/ 1987). A Madagascar, les récoltes se font classiquement en novembre-
décembre (6-8 mois apres la floraison) ce qui permet d’approvisionner les pépinicres a cette

période et de planter en janvier-février.

La qualité de la production grainiere dépend de la population de pollinisateurs et de leur efficacité
pollinisatrice, de la densité de plantation et des conditions climatiques pendant la floraison. On
peut Iestimer via le nombre de graines produites par capsule. En pollinisation libre, celui-ci est
gouverné par plusieurs facteurs : le nombre d’ovules fertiles, la quantité de pollen déposé sur le
stigmate, la période du dépot, lorigine du pollen, le succes de la fécondation et les interactions
entre les différents embryons. Les proportions d’ovules fertiles variant d’une espece a une autre,
on peut imaginer quen condition saturante en pollen (pollinisation controlée), le nombre de
graines viables par capsule traduise le nombre maximum possible par rapport aux ressources
allouées a leur développement. Pourtant, il est largement en dega du nombre d’ovules présents
par fleurs. D’une maniere générale, en pollinisation libre, le nombre de graines viables par capsule
est faible par rapport au nombre de tubes polliniques atteignant les ovules (Sedgley et Smith
1989). Au final, le nombre de graines viables par fruit va de quelques unités a 2 ou 3 dizaines
(tableau 3). Ces résultats sont caractéristiques des Myrtaceae (Beardsell ez al. 1993). Les variations
entre les capsules sont importantes puisqu’on trouve des minima proches de zéro et des maxima
jusqu’a 25-30 graines par capsule. Pour une espéce donnée, la production grainiére va
principalement dépendre de 'origine du pollen (auto- ou allopollen). Selon les especes, le rapport
entre le nombre de graines produit en allofécondation et celui obtenu en autofécondation est de

deux a plus de dix.

Plusieurs hypothéses sont émises pour expliquer les différences entre le nombre de graines
produites en pollinisation libre et le nombre d’ovules :

- la quantité de pollen déposée sur le stigmate est limitante ;

- la proportion d’ovules non fertiles est importante, elle est, par exemple, de 46% chez E. regnans
(Sedgley ez al. 1989) ;

- le taux d’autopollen n’est pas négligeable et conduit a une perte de production en graines du fait

des mécanismes d’auto-incompatibilité ;
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- les grains de pollen d’origines différentes et les embryons produits sont en compétition
conduisant a la réduction du nombre de graines viables dans les capsules (Mitchell 1997,

Cowan ¢t al. 2000, Quesada ez al. 2001).

Chez E. grandis, la production moyenne, en pollinisation libre, se situe aux alentours de 6 graines
viables par capsules (Hodgson 1976b) correspondant a la taille relativement petite des capsules.
La quantité de graines au kilogramme est de 1-1,5 millions, les fruits demeurent non déhiscents
tant qu’ils ne sont pas détachés de la branche et peuvent rester jusqu’a deux a trois années sur
Parbre. Les graines ne sont dispersées que par le simple effet de la pesanteur et tres peu de graines
sont dispersées au-dela d’une distance égale a deux fois la hauteur de Iarbre considéré (Boland ez

al. 1987, Florence 1996).

2.3.3.Facteurs environnementaux influencant la floraison et la

fructification

Laire d’origine est située essentiellement dans ’hémisphére sud. Selon les zones climatiques ou
elles se trouvent, les especes se classent en deux groupes respectivement constitués par celles qui
fleurissent de mars a aott correspondant a I’hiver austral et de novembre a février correspondant
a I’été austral. A Madagascar, la période de floraison de 'E. grandis va d’avril a septembre durant

I’été austral. La saison peut étre plus ou moins décalée selon les années et I'altitude.

Les mécanismes de floraison (précocité, durée, protandrie, maturation des fruits) sont influencés
par les températures qui regnent durant la période de développement des boutons floraux
(Florence 1996). Les premieres floraisons interviennent plus ou moins tot d’une année a l'autre. A
Madagascar, les premicres floraisons apparaissent au mois de mars en zone de basse altitude et au
mois de mai en haute altitude (1300-1500 meétres). La protandrie est de 3-4 jours a Pointe Noire
(Congo) au niveau de la mer (Bouvet 1982). Elle est de 'ordre de 5-6 jours a Madagascar a 900
metres d’altitude. La durée de maturation des fruits est également différente dans les deux sites.
Au Congo, 3 a 4 mois suffisent alors qu’a Madagascar cette durée passe a 5-6 mois (Chaix et
Rakotonjanahary 1996). Toutes ces observations ont été effectuées dans le cadre des travaux de
croisements controlés effectués dans ces deux pays. Nul doute que ces variations expriment un

comportement moyen des génotypes et que la variabilité individuelle est élevée.
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D’autres types de facteur interviennent, qu’ils solent liés a Denvironnement ou aux
caractéristiques intrinseques de I'espece. 1l s’agit d’événements défavorables (sécheresse, froid,
feu) sur la production de fleurs ou de pollen (E. regnans : Griffin 1980) jusqu’a des problemes de
stérilité male (E. pulvernlenta : Peters et al. 1990, E. lencoxylon : Ellis et Sedgley 1993, E. grandis :
Campinhos ez al. 1997). Ce dernier aspect constitue un avantage dans le cadre de la production
d’hybrides interspécifiques en pollinisation libre. I.a présence d’insectes parasites, néfastes a la
floraison, en pondant par exemple sur les fleurs, ou prédateurs d’insectes pollinisateurs, peut
entrainer également des perturbations dans la reproduction d’une espece a 'image de I'impact de

certaines mouches sur E. grandis en Afrique du Sud (Herrmann 1984).

2.3.4.Particularités et conséquences du régime de reproduction

2.3.4.1. Caractéristiques du régime de reproduction

Les variations du taux d’autofécondation des eucalyptus sont élevées (Phillips et Brown 1977,
Moran et Brown 1980, Brown e7 a/. 1985, Peters e a/. 1990, Moran 1992, House et Bell 1994,
Moncur et al. 1995, Sampson e al. 1995, Sampson 1998). 11 dépend du stade de développement
du matériel végétal pris en compte (graines, plantules ou plants adultes), du niveau d’auto-
incompatibilité spécifique ou individuelle, de I'espece, du type de population (peuplement naturel
ou artificiel) et de la densité du peuplement. Le taux d’autofécondation moyen sur le genre est de

24%.

Chez E. delegatensis, Moran et Brown (1980) ont observé, a partir de graines, des variations du
taux d’autofécondation selon la durée de leur stockage. Il était de 34, 22 et 15% pour trois lots de
graines récoltés trois années consécutives dans la méme population. A partir de plantules
d’E. pellita, House et Bell (1996) ont déterminé des taux d’autofécondation compris entre 27 et
55% selon les populations. Les variations individuelles peuvent étre tres importantes. Hardner et
Potts (1995) ont montré, chez E. globulus, que le taux individuel d’autofécondation allait de 0 a
74%. Griffin ef al. (1987) ont obtenu, a partir de graines, un taux d’autofécondation de 44% en
pollinisation libre chez E. regnans. En pollinisation controlée, le mélange autopollen et allopollen
en proportion 1 : 1 a donné, au final, un taux d’autofécondation de 20%. A partir de plantules
d’E. globulus, Hardner et al. (1996) ont observé un taux moyen d’autofécondation nul en

peuplement fermé et de 0,52 pour des arbres isolés distants entre eux d’au moins 100 metres.
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Tableau 4. Estimation de la dépression consanguine (%) chez les eucalyptus sur le taux de survie, la production grainiére et les caractéres de croissance

Caractére Age (ans) E. grandis E. regnans E. nitens E. globulus E. gunnii E. tereticornis
Production - 87 (auto vs allo) ! 72 (auto vs allo) 12 84 * (auto vs allo) 8 73 (auto vs allo) 13
grainiére 74 (auto vs allo) 3
Taux de sutvie 9 26 (auto vs libre) 3
12 57 (auto vs libre) 3
Hauteur 1 10 (auto vs allo) ° 25 (auto vs allo), 12
1,5 38 ™1 22 (auto vs allo) ° 27 ** (auto vs allo) 4 17 * (auto vs allo) 1376 (auto vs libre) 10
2 30 (auto vs allo), 21
4 (auto vs libre), 12 17 (auto vs allo) ° 28 ™ (auto vs allo) * 22" (auto vs allo) °
9 (libre vs allo) 1! 11 (auto vs allo) ? 14 ™ (auto vs allo) # 26 * (auto vs allo) >
12 10 (auto vs libre) 3
12 (auto vs libre) 3
Diamétre 1 19 ns (auto vs allo) >
2 21" (auto vs allo)
4 18 (auto vs allo) ? 22 ** (auto vs allo) 4 24" (auto vs allo) °
7 247 (auto vs allo) *
9 20 (auto vs libre) 3 28 ™ (auto vs allo) *
12 16 (auto vs libre) 3
Surface terricre 4 50 * (auto vs allo) > 37 ™ (auto vs allo) +
Volume 2 17 (libre vs allo) 7
3 57 * (auto vs allo) 2
4 37 * (auto vs allo) ? 40 ™ (auto vs allo) 48 * (auto vs allo) 3

23 * (libre vs allo) >
48 * (auto vs allo) 8
22" (libre vs allo) 8

(n.s., * , *F, ¥F* : non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 5, 1, 0,1%, auto : autofécondation, allo : allofécondation, libre : pollinisation libre),
1 Hodgson 1976¢, ? Van Wyk 1981, 3 Eldridge et Griffin 1983, 9 Hardner et Tibbits 1998,  Hardner et Potts 1995, 9 Potts ez a/. 1987, Hodge ez al. 1996,
8 Hardner ez a/. 1998, ) Griffin et Cotterill 1988, 19 Sidhu et Singh 1996, 'V Hodgson 1976b, 12 Tibbits 1989, 19 Potts et Savva 1989
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En verger a graines ou en plantation, ce taux diminue aux alentours de 10% (Ellis et Sedgley
1993, Campinhos et al. 1998, Junghans ez 2/1998). A partir de plantules provenant de graines
récoltées dans un essai brésilien d’E. wrophylla, Gaiotto et al. (1997) ont révélé 10%
d’autofécondation. Yeh ef @/ (1983) ont déterminé un taux de 15% dans un verger a graines
d’E. ctriodora. A partir de plantules d’E. regnans, Moran et al. (1989) ont comparé un peuplement
naturel et un verger et obtenu respectivement un taux d’autofécondation de 26% et de 9%. Au
Brésil dans un verger a graines de clones d’E. grandis, Sato et Mori (1996) ont observé un taux de

13%.

2.3.4.2. Effets de la dépression consanguine chez les eucalyptus

Les différents types de croisements consanguins, autofécondation, croisement entre plein-freres,
demi-freres, efe., conduisent globalement a une perte de « fitness » (production de graines viables,
croissance en hauteur et acces a la lumicre). Le systeme mixte de reproduction des eucalyptus
aboutit a la présence d’individus issus d’autofécondation dans les descendances produites en
pollinisation libre. Chez les eucalyptus, des les premieres générations, la dépression consanguine
s’exprime a plusieurs stades du développement des arbres. La plupart des études traitant de la
consanguinité s'appuie sur la comparaison d’individus issus de pollinisation libre ou de

croisements controlés en autofécondation et en allofécondation (tableau 4).

Le nombre de graines viables par capsule, obtenues par autofécondation, varie en fonction de
Iespece et des individus. A ce niveau, la dépression due a l'autofécondation est largement
documentée, elle s’exprime globalement par une diminution du pouvoir reproducteur : 10% pour
E. urophylla (Eldridge 1978), de ordre de 50% pour E. urnigera, E. regnans mais avec des variations
individuelles entre 7 et 47% (Griffin ez al. 1987, Potts et Savva 1989, Sedgley ef a/ 1989), aux
alentours de 70% pour E. gunniz, E. nitens, E. globulus et E. ovata (Potts et Savva 1989, Tibbits
1989, Hardner et Potts 1995), et enfin 90% pour E.grandis, E. morrisbyi et E. woordwardii
(Hodgson 1976¢, Potts et Savva 1989, Sedgley et Smith 1989). En dehors des aspects quantitatifs,
Hodgson (1976b) a observé un accroissement du nombre de plantules anormales Il en distingue
15 types pour E. grandis, qui vont des plantules albinos a celles possédant 3 cotylédons ou

présentant des feuilles anormales.

L’effet de l'autofécondation sur le taux de mortalité au champ, apres plantation, dépend de

I'espece et de I'age des plants. Hardner et Potts (1995) comme Hardner et Tibbits (1998) n’ont
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pas mis en évidence de différence chez E. globulus jusqu’a 43 mois et chez E. nitens jusqu’a 9 ans.
Pour E. regnans, Eldridge et Griffin (1983) ont observé des différences significatives au-dela de 5
ans soit un taux de mortalité de 22, 26 et 57% respectivement a 5, 9 et 12 ans et demi. Pour cette
méme espece a 10 ans, Hardner et Potts (1997) ont obtenu un taux de mortalité de 62% pour les
individus autofécondés et de 40% pour ceux issus d’allogamie. Potts e/ 2/ (1987) ont mis en
évidence des différences significatives a la pépiniere et des la premicre année au champ sur
E. gunnii. Hardner et Potts (1995) comme Moran et Brown (1980) ont suggéré qu’il existe, en
pollinisation libre, une contre-sélection des individus consanguins pendant la période post-

zygotique.

Les effets dépressifs liés a la consanguinité s’expriment également sur les caracteres de croissance
(hauteur, diametre, surface terriere, volume) et apparaissent assez tot. Ils ont été observés des la
premiere année pour E. globulus, E. grandis, E. gunnii et E. nitens (Hodgson 1976¢, Wyk 1977, Wyk
1981, Potts et al. 1987, Hardner et Potts 1995, Hardner et Tibbits 1998) ou plus tard a 20 mois
pour E. regnans (Griffin et Cotteril 1988). Pour des plants d’E. globulus de 43 mois, la dépression
consanguine atteignait 26% sur la hauteur, 24% sur le diameétre et 48% sur le volume. Chez
E. regnans, les effets au méme age étaient moins importants: 11, 18 et 37% sur les mémes
caracteres (Griffin et Cotteril 1988). Eldridge et Griffin (1983) n’ont pas observé d’augmentation
de la dépression avec I’age. Hardner et Potts (1995) ont expliqué les performances moyennes des
individus obtenus en pollinisation libre par le fait qu'une part de ces individus provient

d’autofécondation.

Les essais comparatifs de provenances, menés a Madagascar, ont montré que les variétés locales
sont moins performantes que les provenances de l'aire d’origine. De plus ils montrent des défauts
de branchaison caractéristiques des effets de la dépression consanguine (Bouvet et Andrianiriana

1990, Ranaivoson 1993).

Le coefficient de consanguinité aprés une génération est de 0,500, 0,250 et de 0,125
respectivement dans le cas d’autofécondation, de croisement entre plein-freres et entre demi-
freres (Falconer 1974). Si T'on estime qu’il existe une relation linéaire entre la dépression
consanguine et le coefficient de consanguinité, une augmentation d’un dixi¢me de ce dernier
entrainerait une baisse de 5 et de 10% respectivement sur la hauteur et le volume pour E. globulus
(Hardner et Potts 1995). Des résultats similaires ont été obtenus sur Piuus radiata (Sedgley et

Smith 1989), Pinus elliottii (Matheson e al. 1995) et E. grandis (Reddy ez al. 1985). Durel et al.
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Figure 16. Intégration de 1'eucalyptus dans le paysage des hauts
plateaux malgaches - Région Manjakandriana (Antananarive)

-

Figure 17. Plantation d'E. grandis sur les sols dégradés de Madagascar
- Station de Mahela (Brickaville)

Figure 18. Régénération naturelle d’espéces locales sous un couvert d’eucalyptus
- Région de Mangatasoa (Mahajanga)
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(1996) ont observé sur Pinus pinaster un taux de dépression consanguine de 27% sur la hauteur,
37% sur la circonférence et 63% sur le volume pour un coefficient de consanguinité de 0,75.
D’autres travaux chez E. globulus ont montré que 20% d’autofécondation au moins diminuait
significativement les performances agronomiques a 4 ans (Hardner ez a/ 1996). Ce seulil serait de
40 % pour E. grandis au méme age (Burgess ef al. 1996). Cette dernicre espece semble moins
sensible aux effets de la dépression consanguine mais les résultats varient selon le type de matériel
végétal ¢étudié. Apres une génération, Wyk (1981) a montré que les individus issus
d’autofécondation et de croisement entre plein-fréres présentaient des performances inférieures
en croissance, respectivement de 40% et 15% par rapport aux individus provenant
d’allofécondation. En revanche, il n’a pas mis en évidence d’effet pour les individus de

croisement entre demi-fréres.

De la pollinisation au jeune plant, la sélection naturelle n’est pas suffisante pour éliminer la
totalit¢ des individus consanguins. Celle-ci intervient encore lors de la compétition dans la
régénération naturelle. Hardner et Tibbits (1998) estiment que les conditions expérimentales des
essais au champ limitent les effets de compétition qui pourraient exister dans la régénération
naturelle. Les individus issus d’autofécondation sont dans ces conditions moins soumis 2 la

sélection et les effets de la dépression consanguine sont sous-estimés.

En conclusion, 'ensemble de la bibliographie s’accorde donc sur I'importance de la dépression
consanguine chez les individus issus d’autofécondation. La contre-sélection de ces génotypes
(F=0,5) affecte a des degrés divers, en fonction de 'espece et tres certainement du milieu, toutes
les phases du développement depuis la fécondation jusqua I'age adulte. Les individus plus
faiblement consanguins, issus des croisements entre plein-fréeres et demi-fréres par exemple,
semblent beaucoup moins affectés, ceci probablement en raison de la tres forte hétérozygotie

existante.

2.4. SITUATION DES EUCALYPTUS A MADAGASCAR

Les eucalyptus, introduits a Madagascar depuis la fin du XIX siecle (Champsoloix 1961), sont
omniprésents dans le paysage malgache, que ce soit sur les hautes terres, sur la cote humide de
I'Est, dans les savanes de I'Ouest ou dans les zones arides du Sud (figures 16 et 17).
Contrairement aux idées recues, dans la plupart des cas, les plantations d’eucalyptus favorisent

Iinstallation d’espéces locales en reconstituant une ambiance foresticre (figure 18). Les
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plantations se sont étendues avec les besoins du chemin de fer, de l'industrie locale et des
populations (Mouranche 1956, Randrianandianina 1971, Bertrand 1999). Les reboisements
restent une priorité et concernent la foresterie villageoise répondant a des objectifs multiples

(bois d’énergie, bois de construction, protection des sols, maintien de leur fertilité, ezz.).

2.4.1.L’introduction d'espéces exotigues

L’intérét majeur des introductions, mais aussi le risque, porte sur I'absence, dans le milieu, de
. . . : : . . s
prédateurs, parasites, ou de pathogénes qui pourraient empécher le développement de I'espéce.
Les cucalyptus sont largement utilisés dans le monde et ils montrent, en dehors d’événements
localisés, une adaptation sans problemes phytosanitaires majeurs recensés a ce jour. En revanche,
les premicres importations d’especes forestieres sont mal ou pas documentées et dans la plupart
des cas, elles présentent une base génétique tres étroite. L’objectif des premicres introductions
était de vérifier adaptation de telle ou telle espece. Bien souvent la variabilité intra-spécifique
n’était pas prise en compte. En cas de succes, ces parcelles d’essai ont été a lorigine des
premiceres plantations utilisées par la suite comme peuplements semenciers. Au fil des générations
et des croisements entre individus apparentés, 'augmentation de la consanguinité entraine une

perte de la productivité des variétés locales.

Les arbres forestiers présentent un fardeau génétique important (alleles déléteres récessifs
notamment) compensé par un fort taux d’hétérozygotie. En conséquence, la connaissance des
effets de la consanguinité est importante pour les programmes d’amélioration génétique. Les
gains génétiques obtenus de la sélection peuvent étre compromis par les effets de la dépression

consanguine.

2.4.2.Intérét des eucalyptus a Madagascar

Les cucalyptus a Madagascar se sont particulicrement bien adaptés et ne rencontrent aucun
probléeme majeur. Sur des sols forestiers profonds, leur croissance peut étre particulicrement
impressionnante (Bouvet et Andrianirina 1990). IlIs s’adaptent sur les sols trés dégradés et ne
connaissent pas de problémes phytosanitaires méme si leur croissance est en dessous de leurs
potentialités. L.a production en semences est bonne mais la régénération naturelle est faible,
limitant ainsi les risques de prolifération non controlée. De fait, les plantations d’eucalyptus

constituent une des composantes principales des programmes d’aménagement et de

37



400

& 300 —

G

& 200 -
(]

ae]

o

S 100 -
>

0 || -‘ — | .

1994 1995 1996 1997 1998 1999

B E. grandis O Eucalyptus sp.
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Tableau 5. Vente annuelle nationale (kg) du Sngf par groupe d’especes et surfaces potentielles de
reboisement pour ’année 1999 (Sngf 1999, 2000)

Especes 1997 1998 1999 Surface (hectares)

Acacia = 60 40 600
dont A. manginm 32

Eucalyptus 170 221 269 26000
E. robusta 111 125 12000
dont E. camaldulensis 62 81 8000
E. atriodora 20 35 500
Teck - 168 60 20
Autres feuillus 64 335 131 30
Pins et résineux 125 180 134 120
Espéces agroforesticres 1110 1578 2423 2500
Totaux 1469 2542 3057 29270

La sutface en hectare est estimée par : S = (densité x vente 1999 x 0,75 x 0,5)/2500 plants a
I’hectare a la plantation, densité en graines/kg, vente 1999 en kg, 0,75 = pouvoir germinatif moyen),
0,5 = on suppose que les pertes en plants sont de 50%.



Premier chapitre — Introduction générale : Revue bibliographique

développement a Madagascar (figure 19). Bigot ef a/ (1992) et Rakotomavo (1995) ont montré
que les surfaces plantées en eucalyptus augmentent. Dans les années a venir, la croissance
démographique, la diminution de la surface foresticre et les diverses mesures de protection des
foréts naturelles vont accroitre I'intérét pour les plantations. Les especes les plus couramment
employées sont par ordre décroissant: E. robusta, E. camaldulensis et E. citriodora. E. grandis est
moins connu mais la qualité de son bois et ses potentialités de croissance sur tout le versant Est
de I'lle sont des atouts majeurs. Dans ce contexte, de nouvelles introductions ont été effectuées

dans les années 1980.

Toutes espéces confondues (une cinquantaine), la demande annuelle en semences foresticres est
de plusieurs centaines de kilogrammes. Elle montre que les objectifs de plantation sont réels
(Sngf 2000). Au total, le Sngf vend annuellement entre trois et quatre tonnes de graines. La part
des especes de reboisement se situe autour de 500 kg dont 250 a 350 kg pour les seuls eucalyptus
(figure 20, tableau 5). La demande provient de l'ensemble des opérateurs nationaux du
développement (projets, ONG, particuliers, sociétés privées, e#.) qui contribuent a Peffort de
reboisement. En considérant les pertes en pépinicre, ceci correspondrait a la mise en place
effective de 30 000 hectares d’eucalyptus. La quantité de graines d’E. grandis vendue annuellement

par le Sngf se situe entre 15 et 30 kilogrammes.

Les besoins en semences foresticres sont en croissance compte tenu de 'importance du bois pour
les ménages malgaches, du contexte économique du pays et de la nécessité de conserver et de
maintenir le couvert forestier. Actuellement, les besoins en bois énergie sont de 'ordre de 15-20
millions de m’/an. Ils vont augmenter tout comme la demande en bois de service et bois d’ceuvre
qui évolue avec celle du secteur de la construction, lui-méme en plein essor. Le choix du pays
s’est donc orienté vers la production de semences améliorées afin de garantir une production
accrue et plus homogene des plantations forestieres tout en diversifiant les produits. La
production de graines repose essentiellement sur les peuplements existants et nous avons vu,

précédemment, ce que cela impliquait.
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2.4.3. Amélioration génétique des eucalyptus a Madagascar

Iobjectif du programme d’amélioration du Fofifa et du Cirad-forét est de répondre a la demande
en semences foresticres. Il concerne principalement les espeéces de reboisement dont la
production répond a des usages multiples. La stratégie consiste a produire des variétés plastiques,
rustiques, et a croissance juvénile forte. Ces variétés sont destinées a la foresterie villageoise et
doivent étre distribuées sous forme de graines. Le choix s’est donc porté sur la production, dans

la région d’utilisation, de variétés synthétiques produites en pollinisation libre.

11 s’agit de conduire un schéma de sélection récurrente pour une vingtaine d’especes feuillues et
cinq especes de pins tropicaux, au moyen de vergers a graines, dans les quatre zones
bioclimatiques du pays (figure 21). Ces vergers constituent, a chaque cycle de sélection, les
populations d’amélioration. Ils sont utilisés a plusieurs fins et on y combine a la fois la
conservation des ressources génétiques, leur sélection, le recueil d’information et la production de

graines.

L’introduction d’une importante variabilité génétique est fondamentale. En effet, le dispositif
expérimental est élaboré de manicre a évaluer, dans un premier temps, la variabilité
intraspécifique de Iespéce. La transformation de la parcelle en verger a graines s’effectue par des
éclaircies successives conduisant a ne conserver, dans chaque provenance ou chaque famille, que
les meilleurs individus. Les premicres éclaircies sont essentiellement sanitaires et interviennent
avant I’age de 2 ans. Il s’agit d’éliminer les arbres malingres, maladifs, buissonnants (nains), mal
conformés, ez. Les éclaircies suivantes sont basées sur des index de sélection prenant en compte
la croissance en diameétre, en hauteur et les caracteres qualitatifs tels que la rectitude du tronc, la
hauteur de fourche, la présence de grosses branches et leur niveau d’insertion. Les dispositifs de
ces vergers doivent permettre de se rapprocher d'un régime de reproduction panmictique et
visent a réduire les effets des croisements consanguins en favorisant les croisements inter-

provenances ou inter-familles.

Les populations d’amélioration de seconde génération sont issues des récoltes effectuées sur des
«arbres plus » se reproduisant en pollinisation libre. Ils sont sélectionnés sur des criteres de

croissance et de forme. En conséquence, elles sont constituées par des familles de demi-freres,

' Arbre au phénotype remarquable
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d’une proportion non négligeable de plein-freres et sans doute d’individus issus
d’autofécondation. Au fil des cycles de sélection, le niveau de consanguinité des populations
augmente. Pour limiter cette évolution, le sélectionneur intervient a deux niveaux en :

- constituant généralement des populations de base diversifiées ;

- augmentant la variabilité génétique des populations par leur recombinaison.

Le dispositif de production de semences, dont les premicres réalisations ont une quinzaine
d’années, se compose de 180 hectares de parcelles toutes especes confondues (eucalyptus, pins,
acacias, autres feuillus). En ce qui concerne les eucalyptus, la totalité des parcelles semencieres
couvre maintenant 60 hectares pour 10 especes (figure 22). Pour une telle surface, 'estimation de
la production grainiére annuelle se situe entre 150 et 250 kilogrammes. Les vergers d’E. grandis
couvrent une surface de 7,9 hectares (tableau 6, page suivante) et assurent une production

annuelle comprise entre 15 et 25 kg (Chaix et Ramamonjisoa 2001).

2.5. CONTROLE DE LA QUALITE DES DESCENDANCES

Le sélectionneur a les moyens d’agir a différentes étapes du schéma d’amélioration par les
méthodes que nous évoquerons ci-apres. De facon classique, la valeur des géniteurs en
croisement et celle de la variété s’estiment a partir des résultats recueillis dans les essais de
descendances sans connaitre les évenements de pollinisation. I’objectif de notre étude est de
controler, au mieux, les sources de déviation a la panmixie. Il s’agit du choix des provenances
introduites, de la croissance des arbres, de leur phénologie, d’¢liminer certains individus
susceptibles d’étre consanguins, d’augmenter le brassage génétique, de recourir aux croisements
controlés, de vérifier la variabilité de la capacité germinative des graines produites ou encore de

I’étude des flux de pollen qui sera développé plus amplement.

2.5.1.Les approches classiquement utilisées

Différentes options permettent de controler la variabilité génétique des vergers a graines. La
création d’une population de base repose sur le choix des origines basé sur les connaissances
acquises de I'espece. La diversité génétique est proportionnelle au nombre de provenances et de
semenciers les constituant. Il s’agit également de constituer les populations d’amélioration a partir

de génotypes originaires de plusieurs vergers a graines existants pour Iespéce considérée, en
b
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Tableau 6. Dispositif de production en semences d’E. grandis a Madagascar

Lieu Supertficie Type de verger Nombre de provenances ou de
(hectare) descendances
Antsirinala 1,6 2 vergers de familles 20 descendances sélectionnées
Mabhela 53 1 verger de semis 9 provenances australiennes
1 verger de familles 16 descendances sélectionnées
Ivoloina 1,0 1 verger de familles 13 descendances sélectionnées

Surface totale 7,9
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bénéficiant, par-la, de I'effet d’hétérosis tout en limitant la consanguinité. La réintroduction de
ressources génétiques de l'aire naturelle permet de gagner en variabilité, mais on perd une partie
des gains génétiques acquis. Enfin, nous pouvons envisager le mélange de plusieurs familles de
demi-fréres d’un méme verger correspondant a plusieurs années de production. Mais ’évolution

du nuage pollinique d’une année sur l'autre est inconnue.

La variabilité des caractéres de croissance dépend, en partie, des effets génétiques des différents
génotypes. Chez les cucalyptus, elle est d’autant plus grande que laire naturelle de I'espece
considérée est importante, ceci conduisant a la constitution de plusieurs catégories d’arbres en
fonction de leur taille et de leur développement. La prise en compte de la variabilité phénologique
des différentes provenances de I'espece permettrait, si elle existe et si elle est stable, de revoir le
dispositif des vergers a graines. En définitive, il s’agirait d’effectuer la randomisation des
génotypes dans la parcelle sous la double contrainte du comportement phénologique et de

I'apparentement possible des individus.

Au niveau de la pollinisation, la proposition, la plus simple et habituellement proposée, consiste a
introduire des colonies d’abeilles domestiques dans les zones de production. Moncur ez a/. (1995)
ont montré, sur plusieurs especes, que 'apport de ruches dans les vergers a graines augmentait
significativement le taux d’allogamie et de remplissage des capsules. De plus, les échanges de

pollen au sein des ruches favorisent le brassage génétique au sein d’un verger (Free et Williams

1972).

On peut facilement équilibrer la part maternelle des géniteurs d’un verger en pollinisation libre,
avec des tests de germination effectués au préalable et en rééquilibrant, au besoin, les
contributions par des mélanges adéquats de graines. La maitrise de la pollinisation controlée
permet de créer des populations d’amélioration de seconde génération en équilibrant les parts
males et femelles des géniteurs sélectionnés. Leurs aptitudes a la combinaison sont estimées a
partir des données recueillies sur les descendances de plein-freres. Récemment, les techniques en
pollinisation controlée ont été mises au point pour améliorer la rentabilité et la fiabilité de la
production (Harbard ez a/ 1999, Williams ez a/. 1999). Toutefois, elles ne sont pas envisageables

pour la production en masse de graines que nécessitent les reboisements villageois.

La recherche en paternité basée sur les différents types de marqueurs permet d’effectuer un choix

des descendants, selon leur paternité, avant la plantation. Ceci conduit a la constitution de
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populations artificielles ou la représentativité des géniteurs est équilibrée et les individus issus de
croisements consanguins ¢liminés. Chez le trefle, par exemple, 'approche flux de genes est
relativement simple et ne requiert pas un niveau important de technicité a partir du moment ou il
existe des marqueurs morphologiques, pour certains génotypes, permettant d’identifier le pere ou
les peres concernés (Cowan 2000). Sans ces caracteres anatomiques a déterminisme génétique
simple, Dlapproche nécessite la prise en compte dun grand nombre de marqueurs
morphologiques dont Dexpression peut ¢étre fortement modulée par Ienvironnement.
Néanmoins, le controle du milieu permet de diminuer cette part environnementale. Pour les
especes foresticres, il est plus difficile 2 mettre en ceuvre car les durées de croissance sont longues
et les caracteres, habituellement utilisés, sont a déterminisme polygénique. Toutefois, dans le cas
de marqueurs morphologiques précoces au stade plantule, cette approche reste possible.
Hodgson (1976b) a estimé, par exemple, des taux d’autofécondation chez E. grandis a partir de la
fréquence des plantules anormales apres germination. En conclusion, chez les espéces forestieres,
Iétude des flux de genes, basée sur des marqueurs génétiques, constitue la méthode la plus

efficace.

2.5.2.Principe d’étude des flux de génes

Qu’il s’agisse d’échanges a I'intérieur d’une population ou entre plusieurs populations, un flux de
genes résulte de deux types de dispersion, celui du pollen et celui des graines. Les différents

moyens de dispersion pour I'un ou I'autre type sont le vent, la gravité, les animaux et ’eau.

L’estimation des flux de genes s’effectue soit a partir :

- de la mesure de la différenciation génétique entre deux populations correspondant a une
caractérisation de la distribution de la variabilité génétique. 1l existe plusieurs fagons indirectes de
définir la relation entre deux genes (donc la variabilité génétique), qu’il s’agisse de la théorie de la
consanguinité (les relations génétiques entre populations sont reconstituées par le jeu des
identités ou par le biais des F-statistiques) ou de la théorie de la coalescence (basée sur
I'estimation du temps qui sépare deux ou plusieurs genes de leur ancétre commun). Ces méthodes
ne sont pas développées ici ;

- de mesures directes du flux de genes réel, méthode que nous avons retenue afin de caractériser

les événements de pollinisation réussis dans un verger a graines.
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2.5.2.1. Les différentes méthodes d’étude des flux de génes

Levin et Kester (1974) ont défini deux notions : le flux de genes potentiel comme le dépot de
pollen (ou de graines) a partir d’une plante source selon la distance et le flux de genes efficace
correspondant au succes de la pollinisation jusqu’a 'obtention d’individus viables toujours selon
la distance de lindividu source. L’écart entre les flux de genes potentiels et efficaces traduit
laction de la sélection au niveau pré-zygotique (incompatibilité ovule/pollen, compétition

pollinique) et post-zygotique (avortement des embryons ou faible viabilité des graines).

Les études du flux de genes potentiel font appel aux mesures physiques de la dispersion des
pollens et des graines. Elles sont abordées directement en suivant les mouvements de pollen via
des marqueurs fluorescents ou radioactifs (Thomson ez a/. 1986). Pour le flux de genes efficace, il
est nécessaire de disposer d’outils de marquage qu’ils soient morphologiques, enzymatiques ou
moléculaires. Dans notre étude, nous nous intéresserons au flux de genes efficace correspondant

aux mouvements de pollen.

Les modeles physiques de dispersion du pollen ont été développés sur les especes anémophiles.
Ils sont basés sur trois parameétres : la gravité, la vitesse du vent et les turbulences atmosphériques
qui dépendent du type de peuplement. Ces modeles ont été élaborés au sein de verger a graines
de maniere a définir les régles d’installation et de gestion. Les modeles de diffusion des gaz ou des
fumées ont été appliqués a la diffusion de pollen. Ils sont basés sur les résultats du piégeage de
pollen au moyen de supports collants situés a des distances régulieres d’un individu source isolé.
Cette approche montre que la majorité du pollen se trouve dispersée a des distances proches de la
source. Au-dela d’un certain seuil, la dispersion se stabilise suggérant des migrations possibles sur
de longues distances bien que celles-ci soient difficiles a échantillonner et ne sont pas forcément
mesurées. Les études, basées sur une population isolée, mesurent le cumul des dispersions de
tous les individus de la population. Elles montrent cependant plusieurs limites : la dispersion a
partir d’'un arbre donné est différente selon les caractéristiques du peuplement dans lequel il se
trouve. Paradoxalement, 'ensemble de ces méthodes montre que la dispersion de pollen se fait
sur de plus longues distances par jour sans vent. La direction des vents entraine une anisotropie
des dépots de pollen autour d’un arbre source et la topographie joue un role non négligeable dans

la dispersion du pollen (Streiff 1998, tirée de la synthese de Couvet e a/. 1999).
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Tableau 7. Comparaison des caractéristiques générales des différents types de marqueurs et de leur pertinence pour ’analyse de paternité (tiré de Plomion ez /. 19906)

Morphologiques Isozymes RAPD RFLP AFLP Microsatellites
Caractéristiques génétiques
Déterminisme génétique Dominant Codominant Dominant Codominant Dominant Codominant
Nombre d’alleles Données quantitatives Généralement 2 2 Multiallélique Multiallélique Multiallélique

Base moléculaire du polymorphisme

Caracteres exprimés

Protéines exprimées

Fragments amplifiés au
hasard

Fragments de restriction

Nombre variable de répétitions
d’une séquence nucléotitique

Nombre de loci disponibles Limité <50 Illimité llimité llimité Illimité
Transfert de marqueurs Non Présence générale intra-famille et intra- Inter-espece et intra- Intra-espece et inter-espece
espece genre
Caractéristiques techniques
Mesures Extraction des enzymes  Extraction ’ADN Extraction ’ADN Extraction ’ADN Extraction ’ADN génomique

Etapes de détection

Difficultés pour le transfert

Aucun transfert

Electrophorese en gel
d’amidon

Détection enzyme-
spécifique

Optimisation des
tampons d’extraction

génomique
Amplification PCR
Electrophorése sur
agarose

Coloration au bromure
d’éthidium

Criblage
d’oligonucléotide
disponible sur le marché

génomique

Digestion enzymatique
Electrophorése sur
agarose

Construction d’une
banque spécifique
Criblage des sondes

génomique

Digestion enzymatique
Préamplification PCR
Amplification sélective
PCR

Gel d’acrylamide
Coloration au nitrate
d’argent

Ou autoradiographie

Sélection de clones
Séquencage ’ADN

Syntheése d’oligonucléotides
Amplification PCR
Electrophorese gel acrylamide
Coloration au nitrate d’argent
Ou autoradiographie

Construction d’une banque
spécifique
Criblage des oligonucléotides

monocopies
Critéres d’utilisation en analyse de
paternité
Pertinence / inconvénient Influence Faible polymorphisme Haut polymorphisme Haut polymorphisme
environnement
Efficacité d’acquisition des données Haute Haute Elevé Moyen Elevé (séquenceur) Haute (séquenceur)
Cout par données incluant le temps de  Moyen a élevé Faible Faible Moyen a élevé Faible Moyen a élevé
travail
Accessibilité de la technique dans un Tres bonne Tres bonne Tres bonne Moyenne Faible Faible

programme d’amélioration
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Les analyses de flux efficace sont basées sur la comparaison des génotypes des descendants avec

ceux de la population parentale. Plusieurs modcles ont été développés, qu’il s’agisse :

- du « Mixed mating model » (Brown ez a/. 1985) qui concerne le flux entre un arbre et la
population ;

- des flux discrets de genes entre deux compartiments basés sur le premier modele en
considérant, en plus, le pollen venant de 'extérieur (Adams et Birkes 1991) ;

- des flux continus de genes reposant sur la construction de courbes de distribution du pollen en
fonction de la distance par rapport a 'arbre puits ou a I'arbre source. Ces courbes sont établies

soit par la méthode de I'all¢le rare soit par la recherche de paternité.

La méthode de lallele rare consiste a évaluer la proportion relative de descendants issus d’un
individu « source » porteur d’un all¢le rare dans des lots de graines récoltés sur des arbres situés a
des distances de plus en plus importantes. Il s’agit d’observer la diffusion du pollen a partir d’un
individu donné. Elle nécessite de trouver un arbre porteur d’'une mutation unique dans un
peuplement. Cette approche ne concerne qu’un arbre et ne permet pas d’évaluer les variabilités
individuelles. La seconde méthode, qui nous intéresse plus particulicrement, concerne la
recherche de paternité et s’apparente a une approche de type « puits ». Il s’agit alors d’observer les
flux en direction d’un individu donné. Dans les conditions ou le degré de parenté des géniteurs

est connu, elle offre 'avantage de reconstituer les différents types de croisements.

2.5.2.2. Approches relatives aux recherches de paternité

La méthode basée sur la recherche de paternité consiste a génotyper tous les arbres dun
peuplement ou d’une parcelle et de récolter des graines sur un certain nombre d’individus
« puits ». A partir des génotypes des peres potentiels, de la mere et des descendants dont on
soustrait la part maternelle, on recherche le pére parmi les candidats potentiels. Chaque fois qu’il
y a, 2 un locus donné, incompatibilité entre I'haplotype paternel et le génotype d’un pere
potentiel, ce pere est exclu. Cette procédure est répétée a chaque locus et elle aboutit
généralement a trois réponses possibles : i) tous les parents potentiels constituant le peuplement
ont été exclus, on fait 'hypothése que le pollen provient de extérieur de la parcelle ; if) un seul
parent n’a pas été exclu, on pourra conclure a sa paternité mais il peut aussi s’agir d’un pere
extérieur a la parcelle ayant le méme génotype, on patle de flux de gene caché ; iii) plusieurs

arbres n’ont pas été exclus, on s’appuie alors sur un calcul de vraisemblance qui va donner un
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score a chaque candidat et qui permettra de désigner le pére le plus probable. Ces méthodes
probabilistes sont basées sur le théoreme des probabilités de Bayes (Couvet et al. 1999, Streiff

1998).

La puissance des analyses de parenté est mesurée par la probabilité dite d’exclusion. Elle mesure
la proportion de parents exclus sur la base de I'exclusion génétique. Plus la probabilité est proche
de 1, plus I'analyse est puissante. Elle est directement liée au polymorphisme du marqueur étudié
et augmente avec le nombre de loci pris en compte, le nombre d’alléle par locus et équilibre des
fréquences alléliques (Adams 1992). La méthode est décrite précisément dans la deuxieme partie

du document.

2.5.2.3. Les marqueurs utilisables pour les analyses de paternité

La puissance de I'analyse de paternité repose sur le type de marqueur génétique utilisé. Nous
présentons, ici, une revue de leur utilisation et donnons un éclairage particulier sur ceux qui sont,

actuellement, plus spécifiquement utilisés pour les analyses de paternité.

Nous avons vu précédemment la difficulté d’employer les marqueurs morphologiques. La
limitation des marqueurs biochimiques (protéines, enzymes) réside sur le faible nombre de loci
susceptibles d’étre révélés ainsi qu’une certaine spécificité d’organe et/ou du stade de
développement. A priori, on peut utiliser tous les types de marqueurs moléculaires pour étudier
les systemes de reproduction et effectuer les analyses de paternité. Leur mise en ceuvre ou les
moyens a y consacrer seront effectivement différents. Les sources de marqueurs moléculaires
reposent soit sur du polymorphisme de séquence soit sur du polymorphisme d’unités de
répétitions. Les caractéristiques générales des principaux types de marqueurs sont résumées dans
le tableau 7. Le séquencage est la seule méthode exhaustive de recherche de polymorphisme dans
un fragment d’ADN. Malgré les progres de I'automatisation, I'utilisation de cette méthode en
routine n’est pas développée dans cette optique pour des rasions de cotts liés aux grands effectifs
utilisés en génétique des populations. On a donc recours a des méthodes indirectes, non
exhaustives, mais plus rapides et moins cotteuses qui ne concernent qu'une fraction du génome
(Plomion 1999). Dans ce groupe, nous avons les marqueurs dominants (RAPD - Random
Amplified Polymorphism DNA, AFLP - Amplified Fragment Lenght Polymorphism) et les
marqueurs codominants (RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism, SSCP Single

Strand Conformation Polymorphism). Les marqueurs qui reposent sur du polymorphisme de
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nombre de répétitions sont les microsatellites (SSR: Simple Sequence Repeats) et les

minisatellites.

Les marqueurs dominants sont susceptibles d’étre moins efficaces liés au type d’information
recueillie : absence, présence de lalléle sans distinction de I’hétérozygote et de ’homozygote
(Nesbitt ez al. 1997). Néanmoins, Krauss et Peakall (1998) comme Gerber ¢ a/. (2000) ont montré
les possibilités d’application des marqueurs AFLP pour I'analyse de paternité a condition d’en
utiliser un nombre relativement important et de les choisir en fonction de leur distribution
allélique. Les marqueurs co-dominants (isozymes, RFLP, microsatellites) apportent plus
d’informations en distinguant les homozygotes des hétérozygotes. A la différence des autres
marqueurs codominants, les RELP n’ont jamais été appliqués aux études de paternité et analyses

de flux de genes car ils nécessitent des techniques de laboratoire longues et onéreuses.

Les premiers employés, les isozymes, ont été les plus utilisés chez les arbres forestiers. Ils sont a
lorigine de nombreuses recherches et particulicrement sur les systemes de reproduction, le
controle des niveaux de contamination dans les vergers a graines, la vérification de I'apport de
pollen dans les vergers a graines, I'estimation des flux de genes, et les aspects de compétition
pollinique (Rudin et Lindgren 1977, Wheeler et Jech 1992). Malgré de nombreux inconvénients,
ces marqueurs, longtemps les seuls disponibles, ont été abondamment utilisés. En effet, ils ne
permettent I’analyse du polymorphisme que sur un nombre limité de locus, rarement plus d’une
trentaine chez les plantes (Tanksley et Orton 1983). Par ailleurs, méme si les loci enzymatiques
présentent parfois de nombreux alléles, ils ont des profils de fréquence tres déséquilibrés avec
quelques alleles fréquents et de nombreux alleles rares. Ceci nécessite de travailler avec un
nombre important de marqueurs pour distinguer les individus. Par ailleurs, Pextraction des
enzymes est plus délicate chez les plantes pérennes en raison de nombreux métabolites
secondaires. LLe nombre de types de réactions colorées disponibles pour les révéler est limité. De
plus, il est nécessaire de travailler sur du matériel végétal frais, car sa dégradation entraine des
perturbations des systemes enzymatiques. Chez les especes forestieres, les dispositifs de terrain
sont généralement éloignés des laboratoires, ce qui conduit a des difficultés supplémentaires liées

au stockage et a 'acheminement des extraits végétaux.

Les microsatellites sont constitués de répétition en tandem de motifs mono-, di-, tri- ou tétra-
nucléotidiques, le nombre de répétitions pouvant aller de quelques unités a plusieurs dizaines.

Cependant, leurs tailles sont limitées et atteignent un seuil limite au-dela duquel ils seraient
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instables (Ellegren 2000). Le nombre de répétitions du motif nucléotidique dépend également de
la composition de celui-ci et en particulier de sa richesse en G et C. Ces marqueurs neutres, non
codant, ne subissent pas, a priori, les effets de la sélection. Ceci n’exclut pas qu’ils aient une

fonction méme s’ils ne sont ni transcrit, ni traduits.

Les mécanismes d’évolution des microsatellites demeure un sujet de discussion (Ellegren 2000).
Le principal mécanisme d’évolution est I'ajout ou la suppression d’un motif (figure 23). Dans ce
cas, une mutation conduit a la formation d’un variant pouvant déja exister dans la population. De
fait, deux all¢les de taille identique peuvent étre issus d’une évolution identique ou différente, on
parle d’homoplasie. Différents modéles de mutation sont proposés, il s’agit : i) de la formation
d’une simple boucle du brin matrice de PADN dénaturé du fait des séquences répétées ; ii) de
crossing-over inégaux ; i) de conversion de genes ; iv) de la perte ou du gain de 2 a 5 motifs.
Chez les eucaryotes, le taux de mutation dans une séquence ’ADN est de lordre de 107 par
génération (Ellegren 2000). Le taux de mutation des microsatellites est plus élevé. Il dépend de
I'espece, du locus et de sa localisation dans le génome. 1l est corrélé positivement avec le nombre
de paires de bases. Les probabilités de mutation ne semblent pas identiques qu’il s’agisse de
Pajout ou de la suppression d’un motif. Chez ’homme ce taux va de 6.10* 2 1.10” par méiose. 1l

est de 6.10° chez la Drosophila et de 107 pour Egernia stokesii, un 1ézard australien (Ellegren 1997).

Les marqueurs microsatellites sont développés depuis une quinzaine d’années pour le régne
animal. Ils ont été rapidement utilisés pour les especes agricoles de premiére importance comme
le riz (Wu et Tanksley 1993), le soja (Morgante ef al. 1994), le mais (Senior et Heun 1993), le blé
(Becker et Heun 1995). Les cartes les plus saturées en microsatellites montrent qu’il n’existe pas

de distribution particuliere de ces loci.

Les premiers développements de ces marqueurs sur les especes forestieres datent d’une dizaine
d’années et ils sont utilisés en routine depuis 6-7 ans. I’adoption de la technique a débuté sur les
résineux (Condit et Huebbel 1991) puis les chénes (Streiff 1998, Dow et Ashley 1996), et les
eucalyptus en 1996 (Byrne ez al. 1996, Brondani ef a/. 1998, Chaix ef a/. 2002). 1ls ont ainsi prouvé
leur intérét dans le cadre des études liées aux especes foresticres: cartographie génétique,
diversité génétique, études de parenté (Boshier ez a/. 1995, Dow et Ashley 1996, Dawson ef al.
1997, Chase ez al. 19906, Streiff ez al. 1998).

Les avantages des marqueurs microsatellites sont multiples. Ils sont hyper-variables, nombreux et
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régulicrement distribués dans le génome. Ils sont transférables, plus ou moins facilement, d’une
espece a lautre, voire d’un genre a Pautre (Moore ¢z al. 1991, Dayanandan ef a/. 1997, Byrne e al.
1996, Streiff et al. 1998, Rosseto 2000). Si la mise en ceuvre des marqueurs microsatellites était
encore lourde il y a une dizaine d’année, la simplification des protocoles (automatisation,

révélation, efc.) et la généralisation de leur utilisation ont contribué a une diminution des couts.

2.5.3. Résultats principaux des études de flux de génes sur les espéces

forestiéres

Les études de flux de génes concernaient principalement les espéces modéles non ligneuses dans
le but d’améliorer la compréhension des mécanismes biologiques de la reproduction et de
I’évolution de la diversité génétique des populations. Actuellement, cette approche est développée
pour I'évaluation des risques de pollution pollinique des plantes génétiquement modifiées vers les
especes sauvages ou les variétés apparentées (Desplanque e al 1999, Wei e al 1999,
Guadagnuolo ez al. 2001). Cette approche n’a pas encore été appliquée chez les especes ligneuses.
Pourtant, la création d’arbres génétiquement modifiés, en dehors des especes fruitieres, concerne
une vingtaine d’especes pour moitié de gymnospermes (Larix, Picea, Pinus) et d’angiospermes
(Populus essentiellement, Eucalyptus). 11 s’agit principalement de la modification de la quantité de
lignine ou de cellulose dans le bois, de la tolérance aux herbicides ou de la résistance aux insectes

(Llewellyn e al. 1999, Bérenger 2000, Harcourt e a/. 2000, Jouanin e# a/. 2000, Galiana 2001).

Les études sur 'analyse de paternité concernent autant les especes tropicales que les espéces
tempérées. Pour les premicres, les études sont essenticllement menées dans l'objectif de
déterminer les impacts de Pexploitation des foréts et de leur fragmentation sur le mode de
reproduction des especes et I’évolution de la diversité génétique des populations (Chase ez al.
1996, Dawson ¢t al. 1997, Dick 2001, Dutech ez a/. 2002, White ez a/. 2002). En ce qui concerne les
especes foresticres tempérées, les objectifs sont différents. Il s’agit essentiellement d’estimer les
flux de génes dans les peuplements naturels dans objectif de mieux comprendre Iévolution des
populations. Les travaux plus spécifiques aux vergers a graines concernent essentiellement les

essences résineuses (voir référence dans le tableau 40 page 110).

La plupart des travaux, consacrés aux especes allogames, montre que les flux de pollen sont
intenses et que le succes reproducteur entre deux géniteurs d’une méme population est

indépendant de la distance qui les sépare au moins jusqu’a 150 meétres (Dow et Ashley, 1998
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Streiff 1998, Buiteveld 2001). En conséquence, le génotype des descendants est le résultat d’'un
tirage aléatoire des différents alléles existant dans la population parentale. Néanmoins, d’autres
auteurs ont montré que les flux de genes étaient limités sous I'effet du mode de pollinisation
(Govindaraju 1989, Dutech e7 a/. 2002). Les taux de contamination déduits de ces travaux sont
trés variables et dans la grande majorité des cas, ils atteignent des valeurs élevées (Dow et Ashley
1998, Streiff 1998, Buiteveld ez /. 2001). Ces études montrent également que les distances de
pollinisation ont lieu sur de grandes distances a la différence de celles évaluées par les mesures
physiques de pollen (Dow et Ashley 1998, Streiff 1998, Konuma e# a/. 2000, Lourmas 2001, White
et al. 2002).
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Tableau 8. Description des provenances du verger d'E. grandis

Andranokobaka 1,2,3 Madagascar
Atherton 4,5 Australie Qld
Tinaroo 6,7,8 Australie Qld
Ravenshoe 9,10 Australie Qld
Paluma 11 Australie Qld
Eungella 12 Australie Qld

18°56
17°15
17°11°
17°42
19°00?
21°13

48°14°
145°42
145°36
145°28
146°00?
148°30

900
800
900
940
900
710

Figure 24.Localisation des peuplements d'origine des provenances australiennes
d’E. grandis concernées par ’étude
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DEUXIEME CHAPITRE - MATERIELS ET METHODES

Le schéma présenté en annexe 1 illustre les différentes étapes depuis la récolte des lots
d’E. grandis en peuplements naturels jusqu’a l'intégration des résultats de notre étude. Celle-ci
s'intéresse a trois étapes de ce schéma : évaluation de la variabilité intra-spécifique d’une espece
dans son milieu d’introduction, étude de la reproduction du verger aprés estimation des flux de

genes et conséquences sur la qualité de la variété produite.

1. MATERIEL VEGETAL

1.1. VERGER A GRAINES

Les tests effectués dans les années 1980 ont montré la remarquable adaptation, a la région Est de
Madagascar, des provenances du Nord de I'aire naturelle d’E. grandis. 11 a été décidé de poursuivre
I'amélioration par la mise en place d’un essai de descendances, transformé, a terme, en verger a

graines.

L’essai a été planté sur la station d’Antsirinala (latitude : 18°07S, longitude : 48°13W). Le site est a
900 metres d’altitude, la température annuelle moyenne est de 19°C et la pluviométrie atteint
1500 mm par an. Le terrain est caractérisé par des terrasses lacustres. Il était occupé par une
plantation de Pinus caribeae qui a été abattue et débardée. Le sol a été labouré au « cover crop ».
Durant les travaux en pépiniere, deux sélections intra-familles ont été appliquées en retenant les
plus grandes plantules dans les planches de semis avant le repiquage puis les plants les plus
vigoureux en fin d’élevage. La plantation a eu lieu en février 1987. L’écartement initial était de 3 x
3 metres en carré (annexe 2). Une fertilisation de 200 g NPKZn (8-16-24-2) et de 50 grammes
d’urée par trou de plantation a été apportée une semaine avant la mise en terre des jeunes plants

(Bouvet et Rakotonjanahary 1988).

Les douze familles du verger correspondent a des familles de demi-freres issues de pollinisation
libre. Les peuplements d’origine sont situés a Madagascar et en Australie (tableau 8, figure 24).
Les trois familles de la provenance malgache ont été récoltées sur des arbres dans 'essai de
provenances d’Andranokobaka planté en 1974 et situé sur la méme station. Ces familles sont
susceptibles d’¢tre le résultat de croisements inter provenances et de présenter une variabilité

intra famille plus élevée. Les arbres sélectionnés étaient issus de la provenance Atherton (familles
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Tableau 9. Composition initiale et actuelle du verger a graines d'E. grandis

Provenance / Effectif % Effectif % Taux de
famille initial actuel sélection
Andranokobaka 120 18,2 83 23,8 30,8
1 40 6,1 31 8,8 22,5
2 40 6,1 30 8,6 25,0
3 40 6,1 22 6,3 45,0
Atherton 120 18,2 45 12,9 62,5
4 40 6,1 36 0,3 10,0
5 40 6,1 9 2,6 77,5
Tinaroo 120 18,2 46 13,2 61,7
6 40 6,1 16 4,6 60,0
7 40 6,1 13 37 67,5
8 40 6,1 17 4,9 57,5
Ravenshoe 80 12,2 59 16,8 26,2
9 40 6,1 25 7,2 37,5
10 40 6,1 34 9,7 15,0
Paluma 40 6,1 9 2,6 77,5
11 40 6,1 9 2,6 77,5
Eungella 40 6,1 0 0,0 100,0
12 40 6,1 0 0,0 100,0
Bordure 178 27,1 107 30,7 39,9

Totaux 658 100,0 349  100,0 47,0 Figure 25. Vue du verger a graines d’E. grandis a Antsiranala
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n°l et n°3, numéro national 86027 et 8605) et Ampamaherana (famille n°2, numéro national
72173). Cette dernicre constitue sans doute une deuxiecme génération malgache. Le reste des
familles provient des lots récoltés en Australie sur des individus, @ priori, non sélectionnés. Ils
proviennent du Nord de l'aire naturelle (dont Atherton), ou les conditions climatiques (climat de
type chaud et humide a pluies estivales) sont proches de celles de la zone d’étude. Les
provenances de cette région de I’Australie, en particulier d’Atherton, sont les plus adaptés et les

plus productives.

Les répétitions, ou blocs, au nombre de 40, sont représentées par 12 unités expérimentales
constituées d’un seul arbre (parcelle mono-arbre) provenant d’une des 12 familles. I’essai est
entouré de deux lignes de bordure constituées par des « fonds de pépiniere », non identifiés. A
I'intérieur de chaque bloc, 'emplacement des individus est attribué au hasard. Chaque individu
«mere » se trouve ainsi entouré par un lot de « péres » dont la répartition est aléatoire. Cette
disposition cherche a favoriser le brassage génétique dans le verger. L’essai était donc constitué
de 672 individus, dont 480 arbres pour le placeau central et 192 arbres pour la bordure. En 1992,

une éclaircie sélective a été réalisée a 5 ans.

Au démarrage de note étude, il ne restait plus que 349 arbres au total dont 242 pour le placeau
central et 107 pour la bordure. Une famille a été completement éliminée apres la premicre
éclaircie du fait de sa tres faible croissance. Les 11 familles restantes ne sont plus représentées de
maniere équilibrée car le nombre d’individus par famille est compris entre 9 et 36 arbres (tableau
9, annexe 3, figure 25). Les écartement entre les arbres, et donc la densité, ne sont plus réguliers.
Les blocs contiennent entre 3 et 10 arbres, sur les douze initiaux, sur une surface par bloc de

108 m?, soit des densités comprises entre 170 a 925 tiges par hectare.

1.2. DESCENDANCES ETUDIEES

Des fruits ont été récoltés sur 41 arbre-meéres en novembre 1998. Ils sont issus de la saison de
floraison 1997. Le choix de ces arbres a tenu compte de leur origine, de leur aptitude a fructifier,
de leur répartition dans le verger et de la possibilité d’accéder a la cime. La composition de
I’échantillon est présentée sur le plan en annexe 3. Mis a part la famille 6, pour laquelle aucun
arbre n’a été récolté, le nombre d’individus échantillonnés par famille va de 1 a 9 arbres soit 6 a

32 % de leffectif des familles.
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Figure 26. Vue de l'essai de descendances d’E. grandis,
4 mois aprés la plantation - station de Mahela

Figure 27. Vue de l'essai de descendances d’E. grandis 18 mois aprés la plantation - station de Mahela



Deuxiéme chapitre — Matériels et Méthodes

Pour chaque arbre, nous avons récolté des fruits sur plusieurs branches. Les grimpeurs ont abattu
les branches et les fruits récoltés sur chacune d’elle ont été conservés dans une enveloppe apres
Pattribution d’une identification. Les enveloppes ont été placées dans une I’étuve a 35°C pendant
48 heures afin d’accélérer la déhiscence de 'opercule. Pour chaque lot, les graines ont été séparées
des fruits et tamisées. Puis le nombre de fruits, leur poids et celui des graines ont été enregistrés.
Par précaution, les lots ont été divisés en deux pour alimenter deux sites de pépinicre
(Antananarivo et Mahela, figure 22 page 40). La technique de pépiniere décrite précédemment a
été appliquée (premier chapitre, paragraphe 2.3.1.1, page 26) a la différence pres que les jeunes
plantules en germoir n’ont pas été sélectionnées. Leur désignation a été réalisée au hasard, ceci
pour constituer un échantillon représentatif de tous les événements de pollinisation aboutissant a
une plantule viable. Le nombre de plantules repiquées en sachet dépassait largement le nombre
d’individus nécessaire a I’étude. Un deuxiéme tirage au hasard dans chacun des lots a désigné les
plants retenus pour I’étude. Au final, sur les 41 arbre-meres, 30 ont été retenus, le reste était
constitué par un nombre de plants trop faible (germination faible, mortalité apres repiquage). Les

30 descendances ainsi produites pour notre étude, sont constituées de 20 a 60 individus.

Un essai de descendances a été mis en place a partir de ces plants. Il est situé¢ sur la station de
Mahela (figure 22 page 40) dans des conditions bioclimatiques relativement différentes de celles
du verger. Ce site a 50 metres d’altitude re¢oit une pluviométrie annuelle moyenne de 2300 mm
et la température annuelle moyenne est de 24°C. Le dispositif statistique est du type blocs
complets avec 4 répétitions. Dans chacun des blocs, les familles sont représentées par une
parcelle expérimentale correspondant a une ligne de 5 plants. Le nombre de plants nécessaire par
descendance est donc de 20. L’écartement a la plantation est de 3 metres sur la ligne et de 4
metres entre les lignes de plantations. De fait, les interactions entre les traitements devraient étre
minimisées ou intervenir tardivement. I’orientation des lignes de plantations est parallele a la
course du soleil, ceci pour favoriser I’éclairage des houppiers et limiter la concurrence pour la
lumiere entre les différents traitements. La technique de plantation est similaire a celle décrite
précédemment. La plantation a eu lieu en mai 1999. Les plants ont regu, un an apres la plantation,
100 g de NPK (11-16-20) par pied. Les soins apportés a cet essal montrent tout le potentiel de

cette espece dans les conditions de la station de Mahela (figures 26 et 27).
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Tableau 10. Caractéres mesurés lors des différents inventaires du verger a graines

Age d'inventaire (mois)

Caractére 27 40 61 102 126 156
Hauteur X X X X X X
Circonférence au collet X X
Circonférence a 1,3 m X X X X X X
Hauteur de 1¢¢ branche X
Nombre de branches X
Rayon maximal du houppier X
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2. OBSERVATIONS EFFECTUEES DANS LE VERGER A GRAINES

2.1. INVENTAIRES FORESTIERS

Les caracteres mesurés de 27 a 156 mois sont présentés dans le tableau 10. L’inventaire a 61 mois
a été réalisé avant la sélection et I’abattage des arbres non retenus. Les données d’inventaires sont
traitées dans l'objectif de décrire la variabilité intra-spécifique des caractéres de croissance en

fonction de la structure de la population et d’estimer certains parametres génétiques.

Les forestiers utilisent classiquement, la hauteur totale, la circonférence a 1,3 metre et le volume.
Nous ne disposons pas de tarif de cubage, permettant le calcul du volume d’un arbre, adapté a
cette espece et spécifique au milieu d’étude. L’estimation du volume a donc été réalisée avec la

formule de Pressler :

V (dm’) = (130 x G (cm?) + 1/3 x G (cm?)) x (H (cm) - 130)/1000

G étant la surface terriere des arbres a 1,3 metre (G = circonférence 2 / 4 x PI)

Le développement du houppier de chaque arbre a été estimé par la mesure de sa hauteur (hauteur
totale déduite de la hauteur de premicre branche) et de sa projection au sol dans les huit

directions géographiques.

2.2. OBSERVATIONS SUR LA FLORAISON

2.2.1. Description du développement floral

Nous allons décrire le développement floral de I'E. grandis caractéristique de la zone d’étude. Ceci
nous permettra d’expliquer les étapes de la pollinisation controlée. Les différents stades floraux
dune fleur d’Eucalyptus grandis sont décrits sur la figure 15 (page 28). Dans les conditions
¢écologiques de note site d’étude, les premiers bourgeons floraux apparaissent vers le mois de
tévrier. Un mois et demi apres le début de leur développement, ils sont bien individualisés et leur
croissance a provoqué la chute des bractées. Une calotte, nommée premier opercule
(correspondant au calice), se distingue au sommet de chaque bouton. En grossissant, I'anneau
calicinal (délimitation entre le deuxiéme opercule correspondant a la corolle et le réceptacle),

apparait plus distinctement. Les étamines sont recourbées sur elles-mémes dans le bouton floral.
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Le début de I'anthese, correspond au jour 1. Il démarre quand Popercule prend une teinte jaune et
se détache sous la poussée causée par I'élongation rapide du style et des étamines. Ceci se produit
en I'espace d’un a deux jours (stade 1, figure 15). Les étamines se déploient (stade 2, figure 15),
des leur libération, pour étre complétement épanouies les jours 2-3. Dés lors, au contact avec lair
ambiant, les sacs polliniques s’ouvrent avec une production concomitante de nectar. Les étamines
restent dressées un a deux jours (stade 3, figure 15). Elles commencent a se flétrir et se détachent
du staminophore au moment ou la teinte jaune des antheres passe au brun (jours 4-5). La surface
nectarifere prend une couleur plus prononcée virant au jaune vif et la production de nectar est
maximale (stade 4, figure 15). Aux jours 6-7, le stigmate arrive a maturité en gonflant légerement,
et le suc produit a sa surface lui donne un aspect brillant. La fin de la période de fécondation est
marquée par I'apparition, a la base du style, d’une zone d’abscission de couleur brune. En cas de
fécondation, 9 a 10 jours apres Pouverture de la fleur, le style tombe apres apparition d’une zone
d’abscission a sa base. Dans le cas contraire, le style se flétrit mais reste dressé et peut se

maintenir jusqu’a la chute de la fleur.

Pendant le développement du fruit, le réceptacle grossit et se lignifie. Aprés trois a quatre mois
les capsules contenant les graines sont totalement lignifiées. Les valves carpellaires restent en
place tant que le fruit reste attaché a la branche. Il est courant de voir, sur méme un arbre, deux a
trois générations de fruits. En revanche, aprés la récolte des fruits, les valves s’ouvrent

rapidement sous Peffet du soleil et de I'air ambiant.

2.2.2.0bservations phénologiques

L’observation individuelle de la phénologie des arbres constitue la premicre étape nécessaire a la
description des flux de genes. 1l s’agit d’évaluer I’évolution, au cours de la période de floraison,

des populations gamétiques potentielles.

Avant ces travaux, en I'absence d’observations précises sur la fructification, nous avons récolté,
en 1998, deux types de fruits totalement distinguables correspondant a deux niveaux de
maturation. Nous avions considéré que ces fruits étaient issus de la floraison de 1998 et que la
différence de maturité correspondait aux fleurs produites soit en début de saison soit a la fin.
Apres vérification, nous avons constaté que les deux types de fruits correspondaient
respectivement a deux années de floraison : 1997 et 1998 ; les descendants étudiés étant produits

en 1997. Dé¢s lors, il aurait été fort utile d’avoir les observations phénologiques durant cette
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Tableau 11. Echantillonnage des descendances pour 1'étude de la production semenciere

Verger a graines Echantillonage
Provenances Familles Nb demi-fréres Nb d’arbre Taux (%)
Andranokobaka 1 31 6 19
2 30 6 20
3 22 6 27
Atherton 4 36 8 22
5 9 5 55
Tinaroo 6 16 3 19
7 13 3 23
8 17 6 35
Ravenshoe 9 25 6 24
10 33 5 15
Paluma 11 8 6 75

Total général 242

[
S

25
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période. Toutefois, ne disposant pas de ces données et pour vérifier, en plus, sa répétabilité, nous
avons observé la floraison du verger de 1998 a 2001. En février 1998, sur tous les arbres du
verger, nous avons noté ceux portant des capsules indiquant, par-la, les individus qui avaient
fructifié et donc fleuri en 1997. Néanmoins, ces individus sont susceptibles d’avoir fleuri les
années antérieures puisque les fruits persistent plusieurs années dans le houppier. Les relevés de
floraison effectués en 1998 sont incomplets car ils ont été effectués tardivement et ils présentent
des imprécisions sur la fin de la floraison, ne permettant pas de considérer ces données de facon

compléete. Nous garderons seulement 'information sur les arbres ayant fleuri ou non.

Pour T'ensemble des inventaires phénologiques annuels, nous avons effectué, au moyen de
jumelles (grossissement 10x), des relevés tous les 3 a 5 jours pendant la période de floraison.
Nous avons noté les informations individuelles sur la présence ou I'absence de fleur a chaque
relevé et nous en avons déduit les dates du début et de la fin de floraison. Il n’a pas été possible
de quantifier la variabilité intra arbre, ni lintensité de la floraison en raison des difficultés
d’observations (taille des fleurs, hauteur des arbres). Nous avons considéré qu’un arbre était en
floraison entre deux relevés consécutifs pour lesquels nous avons observé des fleurs. Le
raisonnement est identique en cas d’absence de fleurs. De ces données brutes, nous avons déduit
la durée individuelle de floraison, la précocité (en fleur avant le 115 jour de ’année) ou la
tardiveté (en fleur aprés le 185°™ jour de I'année) pour chaque arbre du verger qui seront

exploitées dans notre analyse.

2.2.3.Etude de la production grainiére du verger a graines

La récolte du matériel végétal a été conduite au mois de novembre 1999 (Ramanatoandro 2000).
Une étude exhaustive sur les 242 arbres du placeau central n’était pas possible du simple fait que
certains arbres ne fructifiaient pas et que pour d’autres, ’acces au houppier était impossible. Nous
avons retenu un sous-ensemble de 60 arbres en prenant soin de constituer un échantillon
représentatif du verger. Le choix des arbres a tenu compte de leur fructification, de la possibilité
d’accéder aux branches et des arbres échantillonés pour I’étude de paternité. Trois a huit arbres
par famille ont été choisis (tableau 11). Deux types de fruits ont été considérés : i) les fruits dans
les parties non feuillées des rameaux correspondant a la floraison de 1998 ; ii) les fruits situés
dans les parties terminales des rameaux correspondant a la floraison de 1999. Sur chaque arbre
échantillonné, les récoltes ont été effectuées sur 2 branches. Ce schéma a conduit a la constitution

de 200 lots au total.
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Une étude plus précise a été effectuée sur 3 atbres du verger (n°99 famille n°3 provenance
Andranokobaka, n°124 famille n°8 provenance Tinaroo et n°182 famille n°4 provenance
Atherton). Les fruits ont été récoltés et conservés individuellement depuis la récolte jusqu’aux

tests de germination.

Apres la récolte, les fruits sont traités de la méme maniere que précedemment (paragraphe 1.2
page 51). Le nombre de fruits et le poids total de fruits par lot sont enregistrés, ainsi que le poids
de graines. Pour chaque lot, les dimensions des capsules (hauteur, largeur) sont notées pour un
échantilon de 20 capsules prises au hasard. Nous avons effectué des tests de germination sur les
lots de graines en laboratoire. L.a germination est définie comme ’émergence des cotylédons et de
la radicule. Ceci indique I'aptitude de la graine a donner une plantule conforme (ISTA, 1985) que
lon définit comme graine viable. Les différents stades de la germination sont I'imbibition de la
graine, ’émergence de la radicule, son allongement, la sortie des cotylédons et la chute du

tégument.

Ces tests en laboratoire présentent I'avantage de controler les conditions et de se conformer aux
normes établies (ISTA, 1998) utilisées en routine par le Sngf. Elles préconisent d’effectuer les
tests de germination sur un échantillon de 100 graines permettant d’évaluer la capacité
germinative a partir du pourcentage de semences viables. Mais dans le cas de la plupart des
eucalyptus, notamment E. grandis, 1a séparation des graines viables du reste est fastidieuse et leur
taille rend difficile leur comptage. Nous avons donc décidé d’appliquer une méthode basée sur
des tests de germination pour 100 mg de graines prélevées sur chaque lot tiré au hasard et ceci

répété 4 fois.

Pour tous les tests, les graines ont été réparties uniformément sur un disque de papier buvard
placé dans une boite de Pétri. La quantité d’eau nécessaire pour 'imbibition est ajoutée au début
de l'essai et, pour minimiser évaporation, les boites sont scellées avec un film transparent. Le
papier buvard permet, dans chaque boite, d’homogénéiser la disponibilité en eau et d’assurer une
alimentation hydrique continue. Les conditions optimales de température prescrites par 'ISTA
ont été suivies (20-30 °C et hygrométrie supérieure a 70%). Les comptages sont effectués tous les
3 ou 4 jours jusqu'au 21°™ jour en éliminant au fur et 2 mesure les plantules enregistrées. A la fin

du test, les graines non germées sont comptabilisées.

our les lots de graines récoltés par capsules séparées, nous avons pesé chacune d’elles ainsi que
P les lots de grai It 1 , h d’elles ainsi
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Figure 28. Piége a insectes installé dans le verger a graines - vue de dessous
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le poids des graines qu’elles renfermaient. Les tests de germination ont été effectués de la méme

maniere que précédemment.

2.2.4.Piégeage et identification des insectes pollinisateurs

Compte tenu du réle majeur des insectes dans la pollinisation des eucalyptus, et en dépit des
difficultés rencontrées, nous avons choisi d’aborder, méme sommairement, ce sujet. Dans notre
situation, les études précises sur Iefficacité pollinisatrice des insectes auraient demandé des
moyens trop importants. La hauteur des fleurs, par rapport au sol, aurait nécessité des travaux
d’échafaudage lourds et couteux. De plus, les eucalyptus ne constituent pas un bon modele pour
ce genre d’étude car : i) les fleurs sont hermaphrodites et protandres ; ii) elles sont regroupées en
inflorescences et ne fleurissent pas simultanément ; iif) tous les stades floraux sont présents au
méme moment sur une méme branche; iv) les fleurs sont extrémement fragiles et les

manipulations d’émasculation sont particulicrement délicates pour cette espece.

Compte tenu de ces raisons et pour des questions de temps, notre choix s’est restreint a évaluer la
richesse spécifique en insectes pollinisateurs dans le verger et a expliquer, dans la mesure du
possible, les résultats d’analyse de paternité a partir du comportement connu des insectes
identifiés. Les identifications ont été réalisées a Madagascar par une équipe conjointe du Fofifa-
Dra (Département Recherche Agronomique) et du PBZT (Parc Botanique et Zoologique de

Tananarive) mené par M. Rajaonarison Jocelyn du Fofifa-Dra.

Deux modes de piégeage ont été utilisés. Le premier, réalisé en 2000, est une simple capture, sur
les fleurs, au filet a papillon, répétée plusieurs fois dans la journée. Le deuxieme, réalisé en 2001,
s’est inspiré d’'un mode de piégeage passif. Pendant deux semaines en période de floraison, un
grand filet en tissu de type moustiquaire (maille 1 x 1 mm) formant un double entonnoir vertical

été disposé au niveau des houppiers (figure 28).

2.2.5.Fécondations contrblées

La pollinisation controlée permet de répondre a plusieurs objectifs dont le principal est d’obtenir
des individus issus de croisement entre deux géniteurs déterminés. Pour les eucalyptus, cette

technique a été décrite en 1951 par Pryor (cité par Bouvet 1982) en Australie puis utilisée dans les
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pays ou sont menés des travaux d’amélioration génétique et de production d’hybrides
interspécifiques (Bouvet 1982). La pollinisation controlée nécessite d’avoir identifié, au préalable,
les stades optimaux pour I'émasculation, la collecte de pollen et la fécondation. Elle permet de

nombreuses applications :

- réaliser des croisements qui ne pourraient se produire en conditions naturelles du seul fait des
décalages phénologiques ;

- réaliser des plans de croisements dans le cadre des travaux d’amélioration génétique ;

- étudier les phénomenes pré-zygotiques de la fécondation ;

- effectuer des croisements entre individus d’especes différentes pour la production d’hybrides
interspécifiques ;

- ¢évaluer Pefficacité pollinisatrice maximale par saturation en pollen du stigmate, qui nous
intéresse plus particulicrement ;

- produire, 2 moyenne échelle, des semences améliorées.

Pour les eucalyptus, la technique de pollinisation controlée comporte 4 étapes principales : la
récolte de pollen, son conditionnement, I’émasculation des fleurs, et la pollinisation proprement

dite.

Les rameaux floriferes sont récoltés sur les branches abattues. Ils peuvent étre conservés une
semaine, en veillant a leur alimentation en eau. Ce qui permet d’effectuer plusieurs récoltes de
pollen au fur et a mesure de la maturité des boutons floraux. Les boutons arrivés a maturité sont
détachés, opercule est éliminé en appuyant légerement sur la zone calicinale. A I'aide d’une lame
de rasoir, les étamines sont détachées et recueillies dans un tamis. I’ensemble est placé dans une
étuve pendant 12 heures a 35 °C, puis le pollen est récupéré. Ensuite, il est placé sous vide dans
des piluliers fermés hermétiquement. Ainsi conditionné, le pollen se conserve plus d’une année a

-20°C (Bouvet 1982).

Lors des croisements entre individus peu éloignés, fructifiant a la méme période, les étamines
sont récoltées et placées au soleil une a deux heures avant la pollinisation, permettant la libération

du pollen. Celui-ci est appliqué immédiatement sur les fleurs prétes a étre pollinisées.

Pour un rameau donné, ’émasculation demande un examen attentif. En effet plusieurs stades
floraux sont présents simultanément. Seules les inflorescences ne portant que des boutons

couverts par 'opercule sont conservées. Le choix du rameau est important car I’élimination de
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Tableau 12. Caractéres mesurés lors des différents inventaires de 1'essai de descendances

Age d’inventaire (mois)

Caractére 9 12 24 30 37
Hauteur X X X X X
Circonférence au collet X X X X
Circonférence 2 1,3 m X X X X
Circonférence 2 2,0 m X X
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fleurs épanouies dans une inflorescence limite le maintien des autres fleurs. Aprés avoir oté
Popercule des fleurs au stade 1, les étamines sont retirées au moyen d’une pince fine en prenant
soin de ne pas blesser les différents tissus. Les rameaux portant les fleurs émasculées sont
ensachés au moyen d’un sac de mousseline maintenu par une armature constituée d’un fil de fer
enroulé en spirale autour du rameau. Les sachets sont controlés chaque jour, et au fur et a mesure

de leur évolution, toutes les fleurs sont émasculées. Les boutons les plus tardifs sont éliminés.

Cing jours apres I’émasculation, la viabilit¢é du pollen conservé est évaluée par un test de
germination zz vitro sur milieu gélosé (1 %) en présence de saccharose (20%). Apres ce controle, il
est appliqué sur les stigmates au moyen d’un petit pinceau en répétant 'opération un jour plus
tard. Le sac est retiré quand tous les styles sont tombés et qu'aucune nouvelle fécondation n’est
possible. Le comptage des capsules est effectué¢ depuis 'émasculation jusqu’a leur récolte qui

intervient 5 a 6 mois apres la fécondation.

3. OBSERVATIONS EFFECTUEES SUR LES DESCENDANCES

3.1. INVENTAIRES FORESTIERS

Des mesures ont été réalisées a 9, 12, 24, 31 et 37 mois. Le type des données d’inventaires est

reporté dans le tableau 12. Elles concernent les caracteres de croissance (hauteur, circonférences).

3.2. VARIABLES TRANSFORMEES

L’estimation du volume repose sur la formule précédemment citée (cf. deuxieme chapitre,

paragraphe 2.1, p 50).

4. MARQUEURS MOLECULAIRES

Vingt marqueurs microsatellites étaient disponibles et cartographiés pour E. grandis et E. urophylla
au démarrage de cette étude (Brondani e @/ 1998). Depuis, leur nombre a significativement
augmenté (Nest 2000, Steane e a/. 2001, Brondani e a/. 2002). La technique initiale reposait sur
Pamplification, par PCR, d’'un fragment d’ADN a partir d’'une seule paire d’amorce, la migration
des fragments sur gel d’acrylamide et leur révélation au nitrate d’argent. Le criblage des 20 paires

d’amorces a permis de retenir 5 marqueurs microsatellites (Embra06, Embral0, Embrall,
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Embral3, Embral9) dont 'amplification donnait des résultats interprétables sur gel d’acrylamide
apres coloration (Razafiarivelo 2000). Néanmoins, compte tenu du nombre d’individus a analyser,
nous avons cherché a optimiser I'acquisition des données. I’acces au séquenceur (Abi Prism) du
Cirad-emvt a permis d’adapter la technique de PCR basée sur le multiplexage des amorces et

I'amélioration du rendement des travaux en ajoutant un sixicme marqueur (Embral5).

En dehors d’Embra06 et ’Embrall, les loci sont situés sur des groupes de liaison différents. Ces
deux loci sont considérés comme indépendants car la distance qui les sépare est supérieure a 50

cM (Brondani ez al. 1998). Les méthodes et techniques sont décrites par Chaix ez a/. (2002).

5. ANALYSES DES DONNEES - MODELISATION

Nous avons fait appel a des analyses spécifiques aux données recueillies. Il s’agit d’une part des
données phénotypiques de la population parentale ou des descendants, issues des inventaires
forestiers réalisés sur le terrain, et d’autre part des données microsatellites, sur ces mémes

individus, pour I’évaluation des parametres de diversité génétique et la recherche en paternité.

5.1. ANALYSE DES DONNEES ET ESTIMATION DES PARAMETRES

GENETIQUES

5.1.1. Analyses quantitative et qualitative

Plusieurs mode¢les d’analyses de la variance ont été adaptés aux dispositifs et aux données
relatives a la croissance et a la reproduction. Ils permettent d’estimer les variances liées aux effets
génétiques, celle liée aux effets environnementaux, de désigner les effets significatifs et de

comparer les moyennes des différents traitements a ’aide du test de Newman et Keuls.

Modeéle d'analyse de la variance pour la population parentale

Le dispositif d’origine est en blocs complets randomisés mono-arbre et concerne les 12 familles
de demi-freres. Avant I’éclaircie sélective, les données ont été traitées par un modele d’analyse de
la variance a trois critéres de classification en utilisant le mod¢le mixte. Nous verrons dans le

troisieme chapitre les modifications apportées a 'analyse des données apres Iéclaircie. Leffet
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Tableau 13. Paramétres de I’analyse de la variance concernant la population parentale

Sou.rce. de ddi Somme fles carrés des Carrés moyens Estimation des CM
variation ecarts
Provenance  p-1=4 SCp = (yi.v.)? CMp = SCP/(p-1) Op+bo, +bo.
Famille/prov.  (f-p)=6 SCE(p) = 2(y;-y.)? CMf(p) =SCF/(fp) O +b0o, +p0y,,,
Bloc (b-1)=19 SCb = 2(y.4-y..)? CMb =SCB/(b-)  Oz+bo,
Résiduelle (E1(b-1)=144 SCr =3 yey;yaty)? CMe=SCR/(EDDb-1) O
Total bpf-1=172

Tableau 14. Paramétres de I’analyse de la variance concernant la population de descendants

Source de ddl Somme des carrés des Moyenne de la Espérance des CM
variation écarts somme des carrés
Descendance  d-1=29 SCd = 3 (yi.y..)? CMd = SCd/(d-1) ol +n0;,,+nfo,
Bloc b-1=3 SCh = % (y; - v.)? CMb = SCb/(b-1) ol +no),+nbo,
Interaction d-D®-1)=87  SCi=Z; (yj.- yi. - yj.+y..)> CMi = SCi/(d-1)(b-1) O': +n O'j/b
Résiduelle db(n-1)=476  SCr = Sij. (yik - vi))? CMr = SCr/db(n-1) o
Totale dbn-1=595 SCt = Zik (yijk-y..)?

n étant le nombre de plants par parcelle unitaire
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famille est hiérarchisé dans le niveau provenance. Le modele mathématique dont les

caractéristiques sont présentées dans le tableau 13 est le suivant :

Yy=ut+t x,tr, e+ oate,

Ou:

Y, est la valeur pour le caractere considéré de la famille j de la provenance i dans le bloc k
u = la moyenne de P’essai

%, = leffet aléatoire de la provenance i de variance O'i ,i=1,..,p
y; = leffet aléatoire de la famille j dans p de variance O'; o) =1
o, = leffet fixe dublock, k=1, ..., 40

p— O . 2
&, = lerreur résiduelle de variance o,

Modéle d'analyse de variance pour la population de descendants

Le dispositif de comparaison des 30 descendances est en blocs complets randomisés avec des
parcelles unitaires de 5 plants. II est analysé par le modele d’analyse de la variance a deux criteres
de classification en utilisant le modéle mixte et en considérant les interactions descendances

blocs. Le modéle mathématique est le suivant :

Yo=uty,+a+ B+ e,

Ou:

Y, est la valeur pour le caractere considéré de la descendance j dans le bloc i

u = la moyenne de Pessai

v, = Ieffet aléatoire de la descendance i de variance O'j ,i=1,...,d

o; = leffet fixe dublocj,j=1,...,4

B, = leffet milieu de Pinteraction du bloc j et de la descendance i de variance Gl

E ..

, . . 2
= Ierreur résiduelle de variance o

Le

w

caractéristiques de I’analyse de la variance sont présentées dans le tableau 14.

5.1.2.Rappel des notions d’héritabilité

I’héritabilité est définie comme étant la part de la variabilité due aux effets génétiques par rapport
a la variabilité totale (effets génétiques et effets de I'environnement). L’espérance des carrés

moyens tirée de I'analyse de la variance permet d’estimer I’héritabilité compte tenu de certaines
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hypotheses de base :
- reproduction panmictique dans la population d’origine ;
- absence de plein-freres et d’individus issus d’autofécondation dans les familles ;

- absence d’épistasie, de liaison génétique, de consanguinité au niveau des semenciers.

Les diverses variances nécessaires aux estimations ont été obtenues au moyen de la procédure

Varcomp (SAS) par la méthode du maximum de vraisemblance.

e s . 2, 2 .

L’héritabilité au sens large s’obtient par h?>; = o,/ 0, correspondant au rapport de la vatiance
génétique totale a la variance phénotypique. Plus pratiquement, dans le cas de la population
parentale et des descendants, la covariance entre demi-freres est en relation avec la variance

additive et elle est égale a la variance entre les moyennes des familles soit :

COV HS = Y4 o} (variance additive) et COV HS = o} d’ou 0;= 4 o}
I’héritabilité au sens strict au niveau individuel et au niveau famille se déduit par :
h’,=40;/(0;+ o))

2, =o, o +o?/k)

ou k est la moyenne harmonique du nombre d’individus par famille, qui donne une idée de
Pefficacité de sélection au niveau famille et des potentialités de gain que 'on obtiendrait si 'on
parvenait a reproduire les familles de manicre identique a elles-mémes, en récoltant a nouveau sur

les arbre-meres par exemple.

5.2. PRINCIPES DE L’ANALYSE DE PATERNITE

Toutes les procédures qui aboutissent a la détermination des péres, pour chaque descendant
¢tudié dans notre échantillon, sont réalisées a partir du Logiciel FaMoz développé par le
Laboratoire d'Amélioration Génétique Forestiere de I'INRA (Gerber ez a/. 2000). Ce programme
permet d’effectuer les analyses de parenté selon que I'on recherche les deux parents ou le péere en
connaissant la mere. Les étapes de I’analyse sont les suivantes :

- calcul des fréquences alléliques, dans la population parentale, effectué au niveau de chaque

62



Tableau 15. Probabilités d’exclusion de paternité dans un systéme a 2 alleles codominants

Couples mere-enfant Probabilités Péres incompatibles Probabilités Probabilités
d’exclusion

AAAA P’ aa q? p’q?

AA.Aa Pq AA p’? P'q

Aa.AA P’q aa q? p’q?

Aa.Aa Pq - - -

Aa.aa p? AA p? p’q?

aa.Aa Pq? aa q? pqt

aa.aa q’ AA p? p’q?

EP = p'¢" + p'q + p'd’+ p'd" + pqg + p'q

La probabilité d’exclusion est calculée par la somme de la derniére colonne
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locus ;

- calcul des probabilités d'exclusion ;

- calcul des LOD scores des péres potentiels pour la désignation du ou des peres les plus
probables ;

- simulations de populations de descendants a partir de tirages aléatoires dans la population
parentale, afin de déterminer les seuils critiques de décision par rapport aux LOD scores ;

- estimation du flux de genes caché.

5.2.1.Probabilité d'exclusion

La probabilité d’exclusion (EP pour « exclusion probability ») désigne la capacité d’'un marqueur
génétique a exclure une relation entre deux ou plusieurs individus et détermine donc l'efficacité
des analyses de parenté. Elle est calculée a partir des fréquences alléliques de la population
parentale. Le calcul des probabilités d'exclusion, pour des marqueurs codominants
(microsatellites), se réfere aux travaux de Jamieson et Taylor (1997). Trois types de probabilités
d'exclusion peuvent étre calculés : i) le plus courant concerne la recherche en paternité quand la
paire mere-descendant est comparée avec un pere potentiel ; if) le second compare un parent a un
descendant en n’ayant aucune information sur Iautre parent; iii) le troisiéme s’effectue quand
une paire de parents est comparée au descendant. Dans notre cas, la démarche est de déterminer,
parmi une population de géniteurs connus, le pére d'un descendant a partir de son génotype
multilocus et de celui de sa meére. Un exemple pour un locus bi-allélique d’un marqueur

codominant est donné dans le tableau 15.

La probabilité d’exclusion pour des marqueurs codominants EP, a un locus donné 1 est calculée

selon la formule suivante (Jamieson et Taylor 1997) :

EP, = 1-2a;,+a,+3(a,25-2:)-2(a%,-a,)
AO

oua, = Z (p.)" et p, estla fréquence de l’alléle i au locus 1.
i1

Dans le cas de L loci multialléliques et indépendants, et dans une population panmictique en

équilibre, la probabilité d’exclusion totale est calculée par :
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EP:I—IEI(I—EP,)

=1

5.2.2. Calcul des LOD scores

Quand il est impossible d’exclure tous les peres pour n’en garder qu’un seul, nous passons par
une étape supplémentaire. L'objectif est d’attribuer une probabilité aux péres potentiels a partir
des données moléculaires des descendants étudiés et de leurs meres respectives. Le calcul des
LOD scores (logarithme d’un rapport de vraisemblances) pour tous les péres potentiels, est basé
sur le rapport entre le maximum de vraisemblance d'un géniteur male parmi la population des
géniteurs males connus pour le couple descendant-mere donné et le maximum de vraisemblance
s’ils ne sont pas apparentés. Les péres potentiels sont classés selon leurs valeurs de LOD scores

respectives, dont le principe de calcul est décrit ci-apres.

La vraisemblance (L) d’'une hypothese (H) pour un type de donnée (D) s’écrit L(H | D). La
vraisemblance pour une hypothése est évaluée par rapport a son alternative, soit le ratio de

vraisemblance :
L(H,,H, | D) =PD | Hy)/PD | H,))
ou P(D | H,) est la probabilité d’obtenir D sous I’hypothese H;.

Soit et ui sont, respectivement, les génotypes de la mére (connue), du pére supposé et
Em> &a g0 9 > p > g P p

du descendant a un locus. Pour chaque candidat pere, deux hypothéeses alternatives sont
possibles : (H) le candidat est le vrai parent; (H,) le candidat n’est pas le vrai parent. La

vraisemblance que la mere et le pere soient les parents du descendant s’exprime par :

L(H, | g2 = T(g | 220 Pe.)P(2)

ou T(g, | g.,g,) est la probabilité du génotype d’un descendant donné selon les génotypes de la
mere et du pére supposé sous ’hypothese mendélienne. P(g,) et P(g,) sont les fréquences des

génotypes des deux parents dans la population.

La vraisemblance que le pere soit choisi au hasard :

L(H, | g.08) = T(g | 2.)-P(g.)-P(2)

Le ratio de vraisemblance est donc :

L(HoH, | €,58080) = T(€ | 8m8) P(8) P@) /(0 | 8- P(e)-P(2) = T2, | g/ Tlen | 2.

Pour plusieurs loci indépendants, on prend le logarithme du produit des ratios de vraisemblance
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obtenus pour chaque locus, on parle alors de LOD score.

5.2.3.Simulation et seuils critiques

Compte tenu du mode de pollinisation, la population étudiée ne peut pas étre considérée comme
isolée. Les arbres adultes génotypés ne représentent quun sous-ensemble des parents males
participant a la descendance. Quant la paternité ne peut ¢tre attribuée a aucun des génotypes
parentaux connus, on considere que le gaméte male provient de 'extérieur de la parcelle. Le flux
de genes total (GF : Gene Flow) peut donc étre subdivisé en deux composantes différentes : le
flux de geénes venant de Pextérieur du verger (GFO : Gene Flow Outside) et le flux de genes a
Pintérieur de celui-ci (GFI : Gene Flow Inside). Le GFO, estimé a partir de 'analyse de paternité,
est probablement sous évalué car certains gametes extérieurs sont indiscernables des gametes

internes a la parcelle correspondant ainsi a un flux de genes cryptique (ou flux de genes caché).

En utilisant les génotypes des 349 géniteurs au 6 loci microsatellites, deux jeux de 10 000
descendants sont générés a partir des fréquences alléliques en considérant I'autofécondation
possible. Dans le premier jeu, les descendants sont générés aléatoirement a partir des alléles
parentaux (seuls les génotypes parentaux sont possibles). Dans le deuxiéme jeu, chaque
descendant est généré aléatoirement a partir des fréquences alléliques de la population parentale
(tous les génotypes sont possibles). Ces simulations inteégrent un taux d'erreur de 0,1% dans les
données. Le principe consiste a remplacer dans I’échantillon, dans les limites du taux fixé, un
allele a un locus par un autre allele tiré au hasard en fonction de la fréquence de chaque alléle a ce
locus. Pour construire les tests statistiques et décider si un pere peut étre le vrai pére, nous
comparons les distributions des LOD scores du pere le plus probable des descendants du jeu 1 a
celui des descendants du jeu 2. Les LOD scores obtenus du jeu 1 représentent la distribution
sous ’hypothese nulle H, que le pere est présent dans les individus génotypés tandis que les LOD
scores du jeu 2 représentent la distribution sous hypothése alternative H; que le pere n’existe pas
dans la population de géniteurs connus. L'erreur de type I («, on rejette H, alors que c’est vrai) est
réalisée quand aucun des peres génotypés n'a été assigné a un descendant du jeu 1. L’erreur de
type II (B, on accepte H, alors que c’est faux) correspond au fait qu'un pére génotypé est assigné
a un descendant du jeu 2. Les niveaux de ces deux types d'erreurs dépendent de la valeur du seuil
choisi du LOD score. Ce seuil permet de prendre les décisions suivantes : i) on garde H, quand le
LOD score est au-dessus de ce seuil et on rejette H, s’il est inférieur. Afin de minimiser les deux

types d'erreur et de connaitre leur importance, le seuil est choisit a l'intersection des distributions
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Figure 29. Distributions des LOD scores pour les deux populations simulées de descendants (en pointillé,
la population simulée a partir des fréquences alléliques, en continu la population simulée a partir du tirage au hasard
des alleles présents dans la population parentale, détermination du seuil au croisement des deux courbes, a : erreur de

type 1, B : erreur de type II)
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des jeux 1 et 2.

Pour tester la qualité des résultats précédents, nous simulons une population vraie ou chaque
descendant pourrait avoir 0, 1 et 2 parents parmi les parents génotypés. Nous générons ainsi
10 000 descendants en choisissant leurs parents au hasard parmi une population de 500 individus
auxquels sont inclus les 349 parents du verger. Les alleles sont choisis au hasard sous la contrainte
de leur fréquence dans la population réelle. Pour chaque descendant, nous effectuons les mémes
tests que précédemment en considérant que chaque parent ayant un LOD score supérieur au
seuil prédéterminé est considéré comme un pere probable. Les résultats sont comparés pour la
population réelle et la population vraie. Nous déterminons ainsi : i) le GFO vrai c’est a dire le
nombre de fois ou un pere extérieur a la parcelle est attribué aux descendants ; i) le GFO
apparent le nombre de fois ou aucun pere du verger n’est détecté dans la population simulée de
descendants ; iii) et le « cryptic gene flow » ou flux de géne caché, c’est a dire la probabilité de

confondre un pére dans le verger avec un pere n’appartenant pas a celui-ci.

5.2.4.Particularité et applications a notre échantillon

Sur les 851 descendants étudiés, 127 présentaient un génotype moléculaire incompatible avec
celui de la mere dont ils étaient théoriquement issus et ce quel que soit le locus. L’origine de ces
problemes d’identification demeure inconnue et les erreurs de manipulations sont possibles
depuis la récolte jusqu’au dépot sur les gels d’acrylamide. La source d’erreur la plus probable vient
des travaux en pépinicre ou les planches de semis pour nos échantillons étaient contigués avec

d’autres lots de graines non utilisés.

La figure 29 montre la distribution des LOD scores dans les populations de descendants générées
par les deux simulations. L’intersection de ces courbes nous permet de fixer un seuil de LOD
score et de représenter les erreurs de type I et II. Dans notre cas, le seuil choisi est de 5. Au-
dessus de cette valeur, nous retenons le pére ayant la valeur de LOD score la plus élevée parmi
les différents candidats. Si celui de tous les candidats est inférieur au seuil nous n’en retenons

aucun et nous considérons que le pére n’appartient pas au verger.
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5.3. DIVERSITE GENETIQUE ET STRUCTURATION DES POPULATIONS

La diversité génétique d’une population est appréciée par différents notions : le nombre d’alléles
par locus, la proportion observée d’hétérozygotes confrontée a celle attendue selon la loi de
Hardy Weinberg et la structuration génétique dans la population. Nous avons utilisé les logiciels
Genepop (Raymond et Rousset 1995) et Genetix 4.02 (Genetix 2001) pour évaluer ces différentes

caractéristiques.

5.3.1. Hétérozyqotie

Le taux d’hétérozygotes est calculé de la manicre suivante :

Soit A, :le nombre d’all¢les observés par locus et

1

A, : le nombre d’alleles efficaces par locus (A4, = ﬁ)
H, étant I'hétérozygotie observée dont le taux correspond a la fréquence des génotypes

o

hétérozygotes dans une population donnée.

H. correspond a I’hétérozygotie de Nei calculée par H, =1- Z p’, ou p, est la fréquence de
i
Pallele i. Cette hétérozygotie calculée est une valeur théorique qui correspond a I'hétérozygotie

attendue d’une population en la supposant a I'équilibre de Hardy Weinberg.

Les écarts a la panmixie dans une population pour un locus donné s’estiment par ’écart entre le

taux d’hétérozygotes observé (H,) et le taux d’hétérozygotes attendu (H,) soit :

H
F=1-—-
H

e

5.3.2. Structuration et diversité génétique des populations

La réduction d’hétérozygotie est liée a plusieurs facteurs que ce soit le mode de reproduction, la
dérive génétique ou l'effet Walhund. Ce dernier traduit le fait qu’en mélangeant plusieurs sous-
populations en équilibre, dont les fréquences alléliques sont différentes, on observe sur
I'ensemble un déficit en hétérozygotes par rapport a I’équilibre de Hardy Weinberg. Les taux
d’hétérozygotie sont ainsi utilisés pour mesurer la différentiation entre les sous-populations. Mais
le déficit en hétérozygotes peut avoir une autre origine notamment lorsque les sous-populations

ne sont plus en équilibre pour diverses raisons liées au régime de reproduction, a la consanguinité
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ou a la dérive génétique dans les populations.

Le niveau et la distribution de la diversité génétique a l'intérieur et entre les populations sont
estimés par des statistiques de Nei (1978). Notamment le Fg. qui est I'indice de fixation qui
exprime la subdivision de la variabilit¢ génétique des populations. Pour les loci multialléliques
nous utiliserons ici le Gy qui est une généralisation de Fg, calculée par Gg.=(H-Hg)/H, ou H;
I’hétérozygotie théorique dans la population totale et Hg I’hétérozygotie moyenne des sous-
populations en panmixie. La variation génétique des populations est quantifiée par les distances
génétiques, mesurées comme la différence des fréquences alléliques entre deux populations (Nei

1972).

A partir de I'identification du nuage pollinique pour la descendance échantillonnée dans le verger
nous serons en mesure d’identifier les évenements conduisant aux écarts a la panmixie :
- autofécondation et croisements entre apparentés ;

- flux de pollen venant de I'extérieur de la population.
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TROISIEME CHAPITRE - RESULTATS

Les résultats sont présentés en trois parties concernant respectivement la description de la
population parentale (partie 1), I'estimation des flux de génes dans le verger a graines (partie 2),
les conséquences de ces flux sur I’évolution de la diversité génétique et sur la valeur de la
descendance (partie 3). Nous reprenons les résultats principaux en fin de partie par une
conclusion. L’ensemble de ces résultats sera discuté dans le quatriéme et dernier chapitre du

document.

La randomisation des génotypes a lintérieur des vergers a graines et le dispositif de type
monoarbre cherchent a favoriser les croisements entre individus d’origines géographique et
génétique différentes. Mais la question est de savoir : 1) Quelle est la variabilité des caracteres de
croissance et de floraison dans la population parentale ?, i) Jusqu'ou la randomisation et les
interactions entre individus affectent-elles le phénotype et le comportement des arbres 2, iii) Cela
conduit-il a des croisements préférentiels entre individus d’une méme strate ? En fait, il s’agit de
déterminer les facteurs et leurs interactions, entre le phénotype de l'arbre et sa phénologie,
susceptibles de structurer, directement ou indirectement, les flux de génes. En d’autres termes,
nous cherchons a mettre en évidence, si elle existe, une hiérarchisation des individus dans le

verger.

1. DESCRIPTION DE LA POPULATION PARENTALE

Dans cette partie, apres avoir identifié 'origine des arbres de bordure, jusque la inconnue, nous
allons décrire le verger a graines sous plusieurs aspects abordés séparément :

- la variabilité génétique et la structuration des géniteurs a partir des données moléculaires ;

- 'impact de la sélection sur la composition et I’état du verger ;

- la croissance des géniteurs en relation avec la structuration génétique de la population ;

- la phénologie du verger sur plusieurs années d’observation ;

- la production graini¢re d’un sous-ensemble du verger.
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Tableau 16. Effectifs des provenances et des familles du verger a graines d’E. grandis

Provenance / Effectifs placeau Effectifs Effectif Pourcentage dans
numeéro famille central bordure ectis totaux le verger
Andranokobaka 83 93 176 50,4
1 31 24 55 15,8
2 30 56 86 24.6
3 22 13 35 10,0
Atherton 45 2 47 13,4
4 36 0 36 10,3
5 9 2 11 3,1
Tinaroo 46 0 46 13,2
6 16 0 16 4,6
7 13 0 13 3,7
8 17 0 17 4,9
Ravenshoe 59 3 62 17,8
9 25 0 25 7,2
10 34 3 37 10,6
Paluma 9 1 10 2,8
11 9 1 10 2,8
Inconnu 0 8 8 2,3
Totaux 242 107 349 100




Troisieme chapitre — Résultats : Description de la population parentale

1.1 IDENTIFICATION DES ARBRES DE BORDURES

Au moment de la plantation, 'identité des arbres de bordure n’a pas été notée. Néanmoins sur la
plupart d’entre eux, nous avons pu récolter des feuilles a partir des rejets émis quelques mois
aprés Pabattage effectué en 1998. Nous avons retrouvé leur origine a partir de leurs génotypes
microsatellites en les comparant a ceux des arbres du placeau central, constituant la population de
référence. Dans notre cas, nous savions que les arbres de bordures avaient la méme origine que
ceux du placeau central, il s’agissait d’assigner les individus a une origine ou a une famille. Cette
approche, basée sur les calculs de maximum de vraisemblance, et plus spécialement sur la
méthode Bayésienne, permet d’assigner efficacement, avec relativement peu de marqueurs, un
individu a une population donnée (Cornuet e¢f /. 1999, Rannala et Mountain 1999). Nous avons

utilisé le logiciel GeneClass2 développé par le Cirad (Beaudoin comm.pers.).

11 s'agit de répondre a la question "quelle est, parmi n populations de référence, celle qui a le plus
de chances d'étre a l'origine de I'échantillon ou de I'individu que nous testons". Pour y répondre,
la méthode bayésienne assigne une probabilité a chaque population. Plus la probabilité d’une
population est proche de 1, et plus l'individu a de chance d’y appartenir et de n’avoir aucune

relation avec les autres.

Nous avons pu, grace a cet outil, retrouver I'identité (provenance et famille) de 99 arbres sur 107
avec un taux d’erreur inférieur a 5%. De fait, la composition du verger a été revue (tableau 16).
Une bonne part d’entre eux, plus de 50%, appartient a une seule famille n°2 de la provenance
d’Andranokobaka. Ces résultats sont concordants avec la proportion importante de plants en
pépinicre de cette famille aprés la plantation du placeau central et du fait que I'on utilise les

« fonds de pépiniere » pour constituer les bordures des essais.
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Tableau 17. Parametres de diversité sur les 6 loci microsatellites des géniteurs
du verger a graines regroupés par provenance

Locus Provenances N A, A, H, H. F
Andranokobaka 166 15 4,6 0,898 0,783 -0,137 o=
Atherton 90 7 4.1 0,300 0,756 -0,058 n-s-
Embra06 Tinaroo 92 7 35 0,630 0,717 0,114 *
Ravenshoe 116 12 7,2 0,983 0,862 -0,147 ns.
Paluma 18 7 39 1,000 0,744 -0,371 ns
Total pour Embra06 482 21 6,4 0,851 0,842 -0,010 ~s
Andranokobaka 164 11 7,5 0,915 0,866  -0,058 o
Atherton 90 7 4.1 0,822 0,756  -0,093 o
Embral0 Tinaroo 92 8 31 0,695 0,674 -0,033 o
Ravenshoe 118 11 4.2 0,763 0,763 -0,011 o=
Paluma 18 6 53 0,889 0,811 -0,103 o
Total pour Embra 10 468 14 6,3 0,817 0,850 0,036 n-
Andranokobaka 166 12 2,8 0,530 0,639 0,166 "
Atherton 90 6 1,7 0,333 0,400 0,174~
Embrall Tinaroo 92 7 3,1 0,761 0,674 -0,117 ns.
Ravenshoe 116 10 34 0,759 0,707  -0,075 n.
Paluma 18 3 2,0 0,667 0,500 -0,352 o
Total pour Embrall 472 17 2,9 0,598 0,656 0,090 *
Andranokobaka 166 9 23 0,687 0,566 -0,210
Atherton 90 8 35 0,867 0,711 -0,214 ==
Embral3 Tinaroo 92 6 1,8 0,478 0,435 -0,084 o=
Ravenshoe 118 9 1,8 0,559 0,458  -0,2006 o=
Paluma 18 5 3,1 1,000 0,678 -0.478*
Total pour Embral3 472 19 2,6 0,661 0,591 -0,120 ***
Andranokobaka 118 11 45 0,305 0,780 0,608 **
Atherton 88 6 34 0,568 0,705 0,196 **
Embral5 Tinaroo 88 12 6,3 0,568 0,841 0,319 *x*
Ravenshoe 114 15 7.1 0,684 0,860 0,210 *
Paluma 16 6 47 0,875 0,788 -0,126 o=
Total pour Embral5 412 20 8,3 0,538 0,882 0,392 ***
Andranokobaka 166 7 3.0 0,675 0,663 -0,017 o=
Atherton 90 4 1,4 0,311 0,311  -0,001 o
Embral9 Tinaroo 92 6 1,8 0,326 0,457 0,273~°
Ravenshoe 116 5 23 0,328 0,569 0,423 =
Paluma 18 3 2.4 0,556 0,578 0,048 ns
Total pour Embral9 464 10 2,6 0,452 0,618 0,271 ***
Andranokobaka 156 10,8 (65) 34 0,668 0,708 0,083 **
Tous les Atherton 89 6,3 (38) 2,5 0,617 0,605 -0,007 **
loci Tinaroo 91 7,7 (46) 2,7 0,576 0,628 0,084
Ravenshoe 116 10,3 (62) 34 0,679 0,703 0,034
Paluma 18 5,0 (30) 32 0,831 0,684 -0,215 o
470 16,8 (101) 3,8 0,674 0,740 0,089

N : nombre total d'alleles, A, : nombre observé d'alleles par locus, A. : nombre efficace d'alléles, Ho : taux d’hétérozygotie observé,
He : taux d’hétérozygotie attendue sous ’hypothese d’Hardy et Weinberg, F : déficit en hétérozygotie = 1 — (Ho/H.),
n.s., ¥, ¥ R non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 5, 1, 0,1%
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1.2 DIVERSITE GENETIQUE ET STRUCTURATION DU VERGER A GRAINES

Une partie de ces résultats repose sur les travaux effectués par Razafiarivelo (2000) et

Razafimaharo (2001).

1.2.1 Diversité alléligue

Dans notre échantillon, les loci Embral3, Embral9, Embrall présentent des distributions
déséquilibrées dans lesquelles un alléle a une fréquence allélique supérieure a 0,5. Un a deux
autres alleles ont des fréquences intermédiaires et les restants sont en fréquence trés basse. A
lopposé, les loci Embra06, Embral0 et Embral5 montrent une distribution allélique plus
équilibrée. Six a sept alleles ont des fréquences comprises entre 0,05 et 0,2 (annexe 4). La
présence d’alleles rares est commune a tous les loci, leur évolution entre les deux générations sera

discutée plus loin.

Les données moléculaires obtenues dans la population parentale confirment le niveau élevé de
polymorphisme des marqueurs microsatellites et particulicrement pour ceux que nous avons
retenus. LLe nombre total d’alleles de la population pour les 6 loci confondus est de 101 (tableau
17). Le nombre moyen d’alleles par locus est de 16,8, il varie de 10 (Embral9) a 21 (Embra00).
La diversité génétique des différentes provenances, révélée par ces marqueurs, est élevée. Elle est

comprise entre 0,576 et 0,831 pour une valeur moyenne de 0,674.

1.2.2 Structuration de la population

Par rapport a ce que nous devons attendre sous I’équilibre de Hardy Weinberg, nous observons
un déficit en hétérozygotes dans les provenances de Ravenshoe (3,4%), Andranokobaka (8,3%) et
Tinaroo (8,4%) et un exces d’hétérozygotes dans les provenances d’Atherton (<1%) et Paluma
(21%). En dehors de la provenance Paluma, constituée par un faible nombre d’individus, ces

déviations sont significatives au seuil de 5%.

Au niveau des loci, on observe un déficit en hétérozygotes pour Embral0 (3,6%), Embrall (9%),
Embral9 (27%) et Embral5 (39%) un exces d’hétérozygotes pour Embra06 (1%), Embral3
(12%). Ces écarts, par rapport a ce que I'on attend sous I'hypothése de Hardy Weinberg, sont

significatifs pour Embrall, Embral3, Embral5 et Embral9 au seuil de 5%. Les déficits observés
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Tableau 18. Distances génétiques entre les provenances (Nei 1972)

Andranokobaka Atherton Tinaroo Ravenshoe Paluma
Andranokobaka 0 0,309 0,287 0,380 0,479
Atherton 0 0,177 0,369 0,263
Tinaroo 0 0,299 0,441
Ravenshoe 0 0,646
Andranokobaka
Atherton
Tinaroo
Ravenshoe

Paluma




Troisieme chapitre — Résultats : Description de la population parentale

sur les loci Embral5 et Embral9 pourraient s’expliquer par la présence d’alleles nuls.

La variabilité génétique entre les populations est estimée a 8,9%. En conséquence, la diversité
intra-population représente I'essentiel de la variabilité, soit plus de 90%. La comparaison des
distances génétiques distingue toutes les provenances en regroupant Tinaroo et Atherton avec
Andranokobaka puis Ravenshoe et enfin Paluma (tableau 18). Cette dernicre est celle qui se

différencie le plus des autres.
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1.3 CROISSANCE ET DEVELOPPEMENT

Dans ce chapitre nous décrirons I'architecture du verger a graines a partir de ses caractéristiques
de croissance et de forme. Nous mesurerons les effets de la sélection sur la structure génétique du

peuplement et les répercussions que cela peut avoir en terme de flux géniques.

1.3.1 Description et impacts de la sélection effectuée a 5 ans

1.3.11 Rappels des objectifs de la sélection

Lefficacité d’une sélection dépend de son intensité et de la variabilité du caractere considéré dans
la population. Ici, le verger est constitué par du matériel végétal « sauvage » (provenances
australiennes) et du matériel végétal issu de sélections (provenance malgache) qui sont
susceptibles de présenter un niveau de variabilité important. Le choix de la densité initiale de
plantation d’un verger dépend de la fertilité du terrain, du comportement en peuplement de
Iespece, de la sylviculture appliquée et du taux de sélection souhaité. En augmentant la densité de
plantation, les interventions seront plus nombreuses et le taux de sélection plus élevé. Le régime
des éclaircies dépend de la croissance juvénile, la premicre sera plus précoce si la croissance
juvénile est forte. Mais, Bouvet (1995) a montré que la sélection n’était efficace qu’a partir de 3,5
ans moment ou les effets génétiques sont supérieurs aux effets du milieu. Les décisions
d’intervention dépendent donc de plusieurs facteurs et I'on cherchera a trouver le meilleur

compromis.

Les stratégies de croissance des génotypes pouvant ¢tre différentes, certains individus ont une
croissance juvénile plus élevée, a 'opposé, d’autres démarrent plus lentement mais croissent plus
longtemps. Dans notre dispositif, en bloc monoarbre, chaque individu est soumis a la
compétition directe de son voisinage. Sans éclaircie, les individus a faible croissance initiale
seraient «surcimés » et les différences individuelles exacerbées. I’analyse des données de
croissance intégrerait alors dans les effets génétiques ceux liés a lenvironnement dont la
compétition entre individus. L’intervention en éclaircie limite une trop forte compétition entre les
individus. Plusieurs types de dispositifs et de méthodes de sélection, propres aux vergers a
graines, ont été élaborés. Leurs objectifs sont d’arriver a2 un compromis entre I’équilibre des
génotypes dans le verger et leur répartition spatiale. Les éclaircies sélectives sont, généralement,

au nombre de 4-5, régulicres, leurs taux de sélection se situent entre 30 et 50%. Ceci permet de

73



0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
h x dbh? (m’)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Hauteur (cm)
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répondre a la fois aux objectifs de sélection, tenant compte de I'expression tardive des effets

génétiques, des regles sylvicoles de I'espece et de la gestion du recrt herbacé.

Pour ces raisons, la densité initiale du verger était de 1 111 tiges par hectare. Cette densité permet
d’aboutir, apres plusieurs éclaircies sélectives, a une densité finale de 150 a 200 tiges par hectare.
Les interventions sont déclenchées avant que les arbres n’entrent en compétition. La seule
sélection effectuée, dans ce verger, a 5 ans était équivalente a une sélection massale basée sur le
phénotype des arbres. La désignation des arbres a éliminer était basée sur un index de sélection
¢laboré a partir du diametre a 1,3 metre (dbh) et de la hauteur totale (h) qui avaient été mesurés
au préalable. Chaque individu s’est vu attribuer une note individuelle, sous la forme d’un simple
index de type dbh? x h. Une fois classés sur cet index, tous les individus se trouvant en dessous
de 17500 (correspondant a un taux de sélection de 50% pour la population) ont été éliminés par
simple abattage (figure 30). Les caractéristiques qualitatives, de branchaison, de forme, et I’état
sanitaire sont appréciés de visu et permettent d’éliminer certains arbres mal conformés (Lebot

1992).

1.3.1.2 Impact des travaux d'éclaircie sur la composition du verger

Ce mode de sélection a conduit d’une part a déséquilibrer le nombre d’individus par famille et par
provenance et 2 homogénéiser le phénotype moyen des arbres. Le taux de sélection varie de 10 a
100% selon les familles (tableau 9 page 51). 1l est plus élevé dans les familles constituées par une
majorité d’arbres co-dominant et dominés. En conséquence, tous les arbres de la famille 12 ont
été éliminés et le nombre actuel d’individus par familles varie de 9 a 36. Les parts relatives des
provenances d’Andranokobaka et de Ravenshoe, initialement de 25 et 17%, sont passées
respectivement a 34 et 24% (ou 50 et 18% en tenant compte des arbres de bordure). Celles
d’Atherton, Tinaroo (25%) et de Paluma (8%) sont maintenant, respectivement de 18, 19, et 4%

(13, 13 et 3% en tenant compte des arbres de bordure).

La sélection a donc completement perturbé la répartition spatiale des arbres dans le verger. Les
blocs, initialement composés de 12 individus, renferment entre 3 et 9 arbres (annexe 3). En
conséquence, les effets de compétition sont différents d’un arbre a un autre, dans la mesure ou le
nombre de plus proches voisins varie entre 1 et 7 sur les 8 initiaux. De fagon certaine, ces effets
ont une influence sur la croissance des arbres et le développement de leur houppier avec des

impacts probables sur la phénologie et la constitution des populations gamétiques.
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Tableau 19. Résultats de ’analyse de la variance et comparaison des valeurs familiales moyennes du verger
de 27 2 156 mois
HAUTEUR TOTALE (cm)

Famille 27 40 6lave 61 ape 6le Gain 102 126 156
1 757 12092 1484 15732> 1110 6 17282 2039 24322
2 756 b 11802 15002 15352 1361 2 16472 19952> 2402 b
3 R 11582 14432 15902 12064 10 17382 21162 24812
4 8132 12242 15582 1580 1426 1 16682 2027 2440 2
5 526 « 865" 1128¢ 15242b¢ 1001 35 15782 1852 2367 2
6 719 8 11102 1373 15272b¢ 1262 11 1600 2> 193326 2282
7 554 o 914> 1109 ¢ 1471 921 33 1554 2b 19172> 2190 <
8 695° 10902 1363° 15342b< 1193 12 16702 1880°P 2362 %
9 781 b 11932 1467 15182 1377 3 16642 20032 2387 2>
10 759 b 11952 15022 15322bc 1294 2 1566 2 19062 2300 be
11 585 ¢ 893b 1094 < 1434 992 31 1456 1840° 21314
12 4714 756°¢ 888 d - 888 0 - - -

Moy. 687 1072 1326 1541 1093 15 1643 1955 2374

CV (%) 17 15 16 3 16 - 5 4 5

Fp 26,727 36,40 43,59 - - 576 444 557"

Ffamie 13,89 13,04 ™  13,67™ - = - 1,67ns  154ns  ]68ns

CIRCONFERENCE (cm)

Famille 27 40 61 ave 61 ape 6le Gain 102 126 156
1 27 ab 37 ab 46> 51a 29 10 6742 732 822
2 27 @b 36ab 44 ab 46 b 36 5 582 61b 722b
3 27 @b 35ab 43b 51 33 19 6742 742 822
4 28 a 39a 504 504 41 18 662 734 804
5 18 «d 244 28d 445 24 54 55 ab 56b 62 be
6 24 ab 30¢ 36¢ 45b 30 23 55 ab 61b 62 be
7 18 «d 25d 304d 43b 23 44 52ab 58b 60¢
8 210 3]¢ 37c¢ 43b 30 18 54 ab 56b 64 be
9 26 34 be 4] be 445b 34 9 562 64 ab 68 be
10 26 36ab 454b 46 b 34 3 582 57b 67 be
11 20 ¢ 254 294 42b 25 44 51b 54b 60¢
12 124 17¢ 19¢ - 19 0 = - -
Moy. 23 31 37 47 27 23 58 62 76
CV (%) 22 22 25 5 21 - 10 12 13
I#5 35,59 4801 30,79 ™ - - - 13,09 = 1326 12,56 **
F famille(p) 10,55 ** 15,20 = 0,77 o> - - - 3,82 % 4,64 406"

VOLUME INDIVIDUEL (dm?3)

Famille 27 40 6lave 61 ape 6le Gain 102 126 156
1 29 ab 812 15320 1802 47 18 3762 4972 7972

2 27 & 7l b 135 146> 91 8 27 3250 588 abe
3 202 T3 137 <b 1862 76 36 BBk 5202 8082

4 3l e 852 1702 1762 11 35 3384b 4822 73820
5 il ¢ 294 53f 129° 29 143 240 be 261" 445¢

6 21l 5= 50¢ 88 de 1340 54 52 228 be 3220 417¢

7 124 364 58 ¢f 117" 29 95 200¢ 284b 367¢

8 17 e 52¢ 92¢ 127b 57 38 226bc 262" 467¢

9 25 63be 1 e 1320 73 19 241 be 368P 518be
10 25 &b T2 135 1452 68 7 2577 277" 507 be
11 144 344 60t 116" 41 100 191« 2520 375¢
12 5e 14 208 - 20 0 = = =

Moy. 21 55 101 151 46 45 268 350 558
CV (%) 40 41 46 17 49 - 24 29 30

B 12,85 40,04 ™ 39,06 ™ - - - 11,73 13,79 ™ 1293 ™
F famille(p) 4,85 1508 ™ 1646 - - - 343" 4,67 395™

ave : avant éclaircie, ape : aprés éclaircie, e : produit éclaircie, gain = gain phénotypique, CV : coefficient de variation phénotypique
n.s., ¥, ¥ R non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 5, 1, 0,1%
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L’évolution des coefficients de variation des caracteéres de croissance intra-famille et pour la
population totale sont reportés en annexe 5. Comme attendu, ces coefficients ont diminué en
relation avec le taux de sélection appliqué aux familles traduisant I’homogénéisation des
phénotypes. Les gains phénotypiques obtenus par la sélection étaient en moyenne comptis en 15
et 45% selon le caractere considéré. Le classement des familles, basé sur les caractéres de
croissance, a été perturbé mais a 126 mois, le peuplement présentait une hiérarchisation établie et

similaire.

1.3.2 Evolution des caractéres de croissance et conséquences au

niveau du houppier

L’age de Pessai, au moment de I’étude, était de 126 mois (10 ans et demi). La hauteur moyenne
des arbres atteignait 19,5 meétres pour un accroissement moyen de 1,9 m/an. Le diamétre moyen
était de 20 cm, soit un accroissement moyen légerement inférieur a 2 cm/an traduisant les effets
de compétition entre voisins. La production annuelle moyenne du peuplement était estimée a 20
m’ha” sur écorce. Ces résultats globaux soulignent le bon comportement de ’espéce malgré la
fertilité moyenne du site. Leur comparaison avec les résultats présentés par Bouvet et
Andrianiriana (1990) sur d’autres sites (40-45 métres de hauteur, 70-80 m’ha’an’ i 14 ans)

montrent que nous sommes dans une situation largement en dessous des potentialités de 'espece.

Au moment de sa mise en place le dispositif était en blocs complets randomisés. Le modcle
d’analyse de la variance est celui décrit dans le deuxieme chapitre au paragraphe 5.1.1.
Actuellement, les blocs sont incomplets et déséquilibrés. En effectuant une analyse basée sur les
facteurs lignes et colonnes de plantation, nous avons déterminé des effets terrains significatifs.
Pour limiter ces effets terrains, nous avons revu le dispositif en regroupant les 40 blocs 2 a 2
(blocs 1 et 2 = répétition 1, blocs 3 et 4 = répétitions 2, ef.) pour constituer au final 20

répétitions et nous avons ajusté les données initiales par rapport a ces effets terrains.

Pour la plupart des caractéres de croissance, hauteur, circonférence et volume, les effets
provenances et familles sont hautement significatifs quel que soit I’age de la parcelle (tableau 19).
Jusqu’a 61 mois, les différences entre les familles et les provenances sont essentiellement dues a la
croissance inférieure des arbres originaires d’Eungella et de Paluma. Au-dela, les individus des
provenances et des familles d’Andranokobaka et d’Atherton sont, de maniere significative, plus

productifs. A partir de 102 mois, les effets familles ne sont plus significatifs pour la hauteur. La
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blanc : 19m < Ht < 25m, jaune : Ht > 25m)

Tableau 20. Effets provenance et famille sur la forme du houppier - Comparaisons des moyennes par
provenances et par famille

Projection du houppier (m?) Forme du houppier
Effets Moyenne et Min Max Hauteur Nombrede  Volume
écart type (m) branches
IR o 10,36 ™ - - 5,42 4,74 9,42
Andranokobaka 18,92+ 13,5 0,3 65,6 UNIE 14,2 % 103 2
Atherton 16,6 » £11,8 1,0 44.8 9= 14,9 2 851
Tinaroo 8,0+ 7,0 0,2 30,3 6,2° 98 e 320
Ravenshoe 102> £ 7,5 0,4 40,0 T2 10,9 abe 452
Paluma 6,1<x54 1,4 17,8 5,4P 7,0 22"
¥ il frpmoricmams) 4,39 ™ - - 027 = 2,99 = 2,08"
1 24,92 £ 15,1 0,3 65,6 9,3 16,1 136 2
2 13,4 b £ 10,4 1,0 36,9 8,9 12,1l @ kS
3 17,8 2> + 12,1 1,1 45,1 8,9 14,52 96 =
4 18,32+ 11,9 1,1 44.8 9,1 16,22 9
5 9,4b+83 1,0 23,8 8,6 9,4 2 62°
6 6,5¢% 6,0 0,2 24.4 5,7 10,6 2 24"
7 8,6+ 8,1 1,6 30,3 7,1 9,32 40
8 8,9b+ 7.1 0,6 27,6 6,1 9,5 35b
9 10,6 b + 6,6 1,1 28,3 7,0 Q7 & 46"
10 8,9bc£ 82 0,4 40,0 7.4 11,7 % 450
11 6,1<*+54 1,4 17,8 5,4 7,0b 2"

(ns., *, &%, #F%: non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 5, 1, 0,1%)

160-65]
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variabilité est plus importante pour la circonférence et pour le volume (annexe 6). Le classement
des moyennes permet de distinguer les familles 1, 3 et 4 du reste avec un effet plus marqué sur le
volume. Les effets génétiques sont plus importants pour la croissance en circonférence et en

volume.

Jusqu’a Péclaircie et donc son élimination complete, la famille 12 se distingue des autres par une
croissance nettement inférieure. Les familles 1 et 3 proviennent de 2 arbre-meres eux-mémes
originaires d’Atherton. Ces résultats confirment des observations antérieures qui avaient montré
que la provenance d’Atherton était la plus adaptée au contexte bioclimatique de la région (Bouvet
et Andrianirina 1990, Lebot et Ranaivoson 1994). Ces familles récoltées dans un essai de
provenances sont le résultat des croisements entre origines géographiques différentes. Leur

comportement est susceptible d’étre influencé, aussi, par les effets d’hétérosis.

La forme du houppier et la hauteur des arbres sont les caractéristiques qui nous intéressent plus
particuliecrement. Elles devraient nous permettrent de distinguer ou non, au niveau architectural,
Iexistence de groupes d’individus selon leur phénotype. Au niveau de la hauteur, la population
montre une distribution quasi normale (figure 31). Les hauteurs individuelles sont comprises
entre 15 et 29 metres contribuant a hétérogénéité du peuplement. Nous avons vu qu’elle
s’expliquait par des effets génétiques liés a la structuration de la population. En conséquence,
nous observons une hiérarchisation architecturale liée a la présence de plusieurs groupes d’arbres
mélangés pieds a pieds dans le verger : dominants (au-dessus de 25 metres), dominés (au-dessous
de 19 metres) et codominants. Les familles 1, 3 et 4 se détachent des autres avec une mention
particuliére pour la famille 1 méme si elle n’est pas significativement différente des deux autres

(tableau 19 page précédente).

Nous nous focalisons principalement sur la projection au sol du houppier dont I'estimation est
plus précise. Les figures 32 et 33 illustrent la variabilité existante dans le verger au niveau de ce
caractere. Pour 18 géniteurs sur les 240 individus mesurés, la projection du houppier est
inférieure a 1 m> En dehors de ce groupe d’arbres atypiques, les valeurs individuelles varient de
1-60. La moitié des géniteurs ont une projection de houppier inférieur a 10 m? ILa variabilité
intra-famille est élevée, les coefficients de variation vont de 60 a 95% (tableau 20). En dépit de la
variabilité individuelle, les effets provenances et familles sont significatifs sur la plupart des
caractéristiques du houppier. Ces caracteres permettent de distinguer trois groupes de

provenances : Andranokobaka-Atherton aux houppiers bien développés situés dans la partie
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Tableau 21. Coefficients de corrélation entre les caractéres de croissance de la population parentale de 27 a
126 mois

C41 Cé1 C102 C126 H27 H41 Heél H102 HI126 Hh126 Ph126

C27 0,74 0,67 0,49 0,47 0,35 0,30 0,31 0,19 0,15 0,15 0,29
C41 - 0,87 0,74 0,67 0,26 0,33 0,49 0,27 0,22 0,29 0,39
Ce61 - 0,85 0,78 0,18 0,30 0,50 0,29 0,22 0,33 0,46
C102 - 0,91 0,13 0,21 0,43 0,35 0,27 0,41 0,54
C126 - 0,12 0,20 0,39 0,32 0,28 0,43 0,70
H27 Corrélations age-age (circonférence) /. 0,33 0,23 0,04 0,06 0,08 0,11
H41 / - 041 008 0,15 [0,11 0,14
He61 - 0,22 0,22 0,19 0,21
H102 Corrélations hauteur-circonférence - 0,21 0,14 0,13
H126 Corrélations age-age (hauteur) - 0,11 0,32
Hh126 - 0,44
Ph126 Corrélations houppier-hauteur-circonférence -

C= circonférence, H= hauteur, Hh : hauteur du houppier, Ph : projection au sol du houppier, toutes les corrélations sont
significatives au seuil de 5%

Tableau 22. Estimation des héritabilités calculées a partir des données de croissance du verger

Caractéres Héritabilité 27 40 61 102 126 156
Hauteur h? 0,96 0,97 0,98 0,83 0,77 0,82
h? 0,93 0,94 0,94 0,66 0,56 0,65
Circonférence au collet h? - - - - - -
h? - - - 0,82 - -
Circonférence a 1,3 métres h? 0,97 0,98 0,97 0,92 0,92 0,92
h? 0,92 0,94 0,94 0,83 0,86 0,85
Volume h? 0,92 0,98 0,97 0,91 0,93 0,92
h% 0,76 0,94 0,94 0,82 0,86 0,84
Projection du houppier h? - - - - - 0,77

h% - - : - . 0,79
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supérieure de la canopée, Tinaroo-Ravenshoe avec des houppiers deux fois moins importants et
Paluma dont les arbres présentent un houppier tres réduit. Les effets de compétition entre
individus apres I’éclaircie constituent tres certainement leffet environnemental principal lié a

Porigine géographique des plus proches voisins.

Les corrélations phénotypiques juvénile-adultes sont nettement plus importantes et significatives
pour la circonférence par rapport aux autres caracteres de croissance (tableau 21). Aux mémes
ages, les corrélations entre la hauteur et la circonférence sont faibles, elles varient de 0,28 a 0,50.

A 126 mois, les caractéristiques du houppier sont essentiellement corrélées avec la circonférence.

Avant Péclaircie sélective, les valeurs d’héritabilités individuelles ou familiales liées aux caractéres
de croissance sont en moyenne de 0,94 (tableau 22). Ensuite, elles varient entre 0,56 et 0,93 et
elles sont plus élevées pour la circonférence et le volume. A Tinverse de ce qui est attendu,
I'héritabilité au niveau famille, qui englobe les effets génétiques additifs et non additifs, est
inférieure a DPhéritabilité au niveau individuel. Ces résultats montrent globalement que les
sélections sur la circonférence sont plus efficaces et que la premicre sélection peut intervenir a

partir de 40 mois.
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Tableau 23. Taux annuel de floraison (%) des provenances et des familles

Provenance 1997 1998 1999 2000 2001 Famille 1997 1998 1999 2000 2001
Andranokobaka 88 96 95 78 96 1 84 94 97 77 97

2 93 97 97 77 91

3 86 100 91 82 95
Atherton 87 8 8 76 98 4 89 8 8 72 97

5 78 89 100 89 100
Tinaroo 80 89 98 80 96 6 69 75 100 75 87

7 92 92 100 85 100

8 82 100 94 82 100
Ravenshoe 75 80 93 71 86 9 64 68 9 68 80

10 82 88 91 74 91
Paluma 67 89 100 67 89 11 67 8 100 67 89
Moyenne 82 8 9% 76 94

Pauma =
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Figure 34. Spectre de floraison des différentes provenances du verger sur les 3 années d’observation
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Figure 35. Taux annuels de floraison du verger et moyenne sur trois ans (les limites des périodes A, B, C, D,
E et F correspondent aux taux de floraison dans le verger de 10, 30 et 60%)
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1.4 DYNAMIQUE DE LA FLORAISON DU VERGER

En plus de la structuration observée dans le verger aux niveaux génétique, spatial et architectural,
les conditions climatiques et les variations inter-annuelles contribuent aux variations
phénologiques d’une espece dans un milieu donné. Dans ce chapitre, nous décrirons le
comportement général de la floraison du verger et la régularité annuelle de sa phénologie durant
les trois années principales d’observations (1999-2001). Quand l'objectif est de diffuser des
variétés, efficacement et a moindre cout, la qualité de la reproduction sexuée représente le facteur
primordial. Pour la plupart des especes d’eucalyptus plantées, la production abondante de
capsules et de graines laisse supposer que la pollinisation et la fructification ne posent pas de
probléemes majeurs. Néanmoins, plusieurs phénomeénes peuvent intervenir et avoir un impact sur
la qualité des variétés populations produites en pollinisation libre. Nous allons rechercher et

décrire les facteurs principaux liés a la phénologie du verger.

1.4.1 Dynamique de la floraison

Durant la période d’observation, de 1998 a 2001, la floraison était réguliére et bien établie. Le
taux moyen de floraison sur 'ensemble du verger est de 85% (3 arbres n’ont jamais fleuri durant
nos observations) avec des valeurs annuelles allant de 76 a 96% (tableau 23). Il se situe
respectivement de 67 a 100% et de 64 a 100% au niveau des provenances et des familles. Les
variations inter-annuelles sont les plus fortes pour les familles 9 et 11 constituées par un nombre
plus faible d’individus. Toutes les provenances participent a la floraison du verger (figure 34). A

ce niveau, nous ne constatons qu’un décalage de la floraison pour la provenance Paluma.

Les géniteurs sont en fleur du mois d’avril au mois de septembre. Individuellement, les arbres
fleurissent sur une durée de 1 a 14 semaines avec une moyenne de 6 ou 7 semaines. Nous n’avons
pas observé d’arbres fleurissant en dehors de cette période. Le pic de floraison se situe a la fin du
mois du mai et plus de 50% des arbres du verger sont en floraison entre fin avril et fin juin (figure
35). Au niveau individuel, les durées annuelles moyennes de floraison sont, respectivement, de
55, 40 et 48 jours en 1999, 2000, 2001. Elles sont significativement différentes (P < 0,0001), mais

la dynamique est identique et le pic de floraison ne varie que de 4 a 5 jours selon les années.

A partir de ces éléments, nous avons effectué un découpage de la saison de floraison en 6

78



Tableau 24. Résultats de Panalyse de variance des caractéres de floraison et comparaison des moyennes

familiales

Durée de
floraison

Fin de
floraison

Début de
floraison

Effets

Années

2,75
56

13,59 ™

174 ¢

9,25 Fak

Fprovcnancc

118 b

Andranokobaka

Atherton

51b

176 ¢

ab

125
122

58P

182 be
187

ab

Tinaroo

1999

53 P

131 e

Ravenshoe
Paluma

74 2

204 @

ab

126

237° 0,50 o= 0,79 o=

Ffamille(pm\renance)

0,55 o

42
3

4,23 "

11,83
121 ¢

Fprovcnancc

169 b

Andranokobaka

Atherton

6

170 ®

128 be

43

181 2b

130 be
1330

Tinaroo

2000

38
43
1

181 2b

Ravenshoe
Paluma

181 2
1

1472

46 »s

3,37 " 26 0. ,

Ffamille(provenance)

0’71 n.s.
49

.75 =

162 ¢

19,39
1114

Fprnvenance

Andranokobaka

Atherton

51

168 be
175®

114
122 be
129

51

Tinaroo

2001

44
57
0

178 ®

Ravenshoe
Paluma

2052

142 2

96 n.s.

)

0’89 s

1,11 ns

Ffamiﬂe(provenance)

% : non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 5, 0,1%)
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Figure 36. Comparaison annuelle de la dynamique de floraison entre les familles 1 et 3,1 et 9,2 et 11
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périodes dont les limites correspondent aux taux de floraison de 10, 30 et 60%.

1.4.2 Variabilité intra-spécifique de la floraison

L’analyse de la variance, dont le mod¢le est décrit dans le paragraphe 5.1.1 du deuxiéme chapitre,
montre que les effets provenances sont hautement significatifs pour la précocité et la tardiveté de
la floraison. Les effets familles sont moins marqués mais ’'on observe un effet significatif sur la
précocité en 1999 et 2000 (tableau 24). Les durées moyennes de floraison par provenance ou par
famille ne sont pas significativement différentes. Cependant, nous notons un décalage de
floraison allant des plus précoces aux plus tardives dont les extrémes sont Andranokobaka et
Paluma. Par exemple, 50% des arbres de la provenance Andranokobaka sont identifiés comme
précoces (en fleur avant le 115 jour), par contre, pour les provenances de Ravenshoe et de
Paluma, 50% et 95% des arbres sont tardifs (en fleur au-dela du 185°™ jour). Cette classification
au niveau des familles identifie celles fleurissant précocement (1, 2, 3, 4, 5) et celles fleurissant
tardivement (6, 7, 10, 9, 11). Dans la troisicme partie des résultats, nous verrons les implications

de ces résultats sur I'estimation des flux de genes potentiels.

Le caractere de précocité ou de tardiveté dans la floraison semble acquis. Plusieurs illustrations,
au niveau familial, sont données dans la figure 36. Les familles 1 et 3 présentent les proportions
similaires d’arbres en fleur sur les 6 phases de la floraison. Par contre, en comparant les mémes
données des familles 1 et 9 ou 2 et 11, le taux est plus élevé pour les familles 1 et 2 en début de
saison alors qu’en fin de saison le taux est plus élevé pour les familles 9 et 11. Ces tendances se

répetent d’année en année, au moins sur les trois saisons d’observations.

79



Tableau 25. Liste des especes d’insectes capturées dans le verger a graines au moyen de filet a papillon et

d’un filet passif

Orde Genre/espéce Familles  Filet papillon Piege passif Pollinisation

Coleoptera Mastotontodera basalia Cerambicidae 2
inc inc 2

Diptera Ischiodon aegyptus Wild. Pipinculidae 1 i
Megaspisincisa Pipincnlidae 1 ++
Lathyrophtalmus madagascariansis ~ Syrphidae 1 +++
Seyrphus pfeiffer Syrphidae 1 A
inc Syrphidae 1
Ceratitis malagassa Trypetidae 1 ++
Chrysomia albiceps Calliphoridae 2 s
Sarcophaga ribialis Calliphoridae 2 +
inc Tipulidae 3
inc inc 12

Hymenoptera — Apis mellifera unicolore Apidae 69 +++
Stilbum viride Guer. Chrysididae 1
Cyphononyx grandidieri Pompilidae 1
Elis sp. Scolidae 1
Spex torridus Smith Specidae 1
inc inc 4

Lepidoptera  Parnara poutieri Boisduval Hesperidae 1
inc Pieriddae 1
Eurema brigitta pulchella Pieriddae 1
Omphalestra herbuloli Noctuidae 2 +
Sclocoris sp. Pentatomidae 1
inc Cicadellidae 1
inc inc 5

Totaux 27 15 82 35 -

(inc : inconnu, + , ++, +++ importance croissante pour le role des insectes dans la pollinisation )
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1.5 IDENTIFICATION DE LA POPULATION DE POLLINISATEURS

La capture au filet a papillon s’effectue directement sur les rameaux fleuris. Ceci a pour
conséquence de récolter les insectes présents a ce moment sur les fleurs. Ils sont susceptibles de
jouer, comme des abeilles domestiques, un role effectif sur la pollinisation. A I'inverse, ce type de
récolte s’adresse également aux insectes qui n’ont pas de lien a la pollinisation, si ce n’est qu’il
peut s’agir d’insectes prédateurs venant simplement s’alimenter ou nicher. Cette méthode de
piégeage n’est effectuée que dans la journée et les insectes pollinisateurs nocturnes sont occultés.
Le picge passif a, quant a lui, permis d’échantillonner le nuage d’insectes présents au niveau de la
canopée sans faire la distinction entre ceux qui ont un role effectif dans la pollinisation et ceux
qui n’en ont pas. Mais il a permis de récolter des insectes nocturnes jouant un role dans la

pollinisation des fleurs.

Les identifications ont été réalisées par une équipe conjointe du Fofifa-Dra (Département
Recherche Agronomique) et du PBZT (Parc Botanique et Zoologique de Tananarive) mené par

M. Rajaonarison Jocelyn du Fofifa-Dra.

La population d’insectes est constituée de coléopteres, dipteres, hyménopteres et lépidopteres
renfermant 17 especes identifiées et 16 familles distinctes (tableau 25). Les méthodes de piégeage
ont été différentes et leurs produits varient considérablement. La proportion d’abeilles
domestiques recueillie au filet a papillon est tres élevée alors qu’elle est nulle au picge passif. Avec
ces dernieres, les dipteres Lathyrophtalmus madagascariansis, Scyrphus pfeifferi de 1a tamille des Syrphidae
sont les pollinisateurs potentiels les plus efficaces. Ensuite viennent Ischiodon aegyptus, Megaspisincisa
de la famille des Pipinculidae et les Calliphoridae : Chrysomia albiceps et Sarcophaga ribialis. Dans la
région, la saison de floraison correspond au début de la période froide avec la présence de crachin
journalier et d’une forte humidité matinale. Les observations de terrain montrent que les
bourdonnements d’insectes sont perceptibles avec I'apparition du soleil vers 8 heures quand
I’humidité diminue. La région est caractérisée par des vents dominants qui se levent entre 10 et 12
heures et qui prennent fin entre 16 et 18 heures. La pollinisation des eucalyptus semble
s’effectuer essentiellement dans la matinée car la production de nectar n’est effective qu’en début

de journée (Hogdson 1976a, Law et al. 2000).
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Tableau 26. Variabilité intra-spécifique des capsules d’E. grandis - Effets provenance et famille

1998 1999
Effets Longueur. Diametre  Poids Nombre Longueur. Diamétre Poids Nombre
capsule  capsule  capsule capsule/kg capsule  capsule capsule  capsule/kg

Bl pzovermmmze 5,15 3,54 ™ 13,5 18,24 ™ 4,827 7,66 ™ 7,26 ™ 2,517
Andranokobaka 6,4 2 5,62 84 2 12626 © 552 6,42 687 15457 ¢
Atherton 5,8 2 542 730 13962 be 5,28 55P 602 17175 ¢
Tinaroo 500 542 64 be 15932b 50 & 4,6P 50 b 20342
Ravenshoe 54P 5,0 2 53 @ 19714 2 4,7 be 54%P 46" 23063 2
Paluma 51b 4,6P 48 d 21098 » 4,5¢ 53¢ 42b 241522
Ffamille(pmvenance) 2,04 * 1,53 n.s. 4,09 o 4’34 o 1,46 % 0,43 LS 2,11 * 14,27 -
1 6,5 6,0 95 @ 121144 6,4 58 742 15071 d
2 6,62 53 il @ 12798 4 6,5 5,2 64 15890 «d
3 6,1 2bcd 5,4 80 b 12796 4 6,5 5,5 67 15475 «d
4 6,2 2bc 5,5 77 13034 d 5,7 5,2 62 abe 16668 <d
5 5.2 b 53 67 bed 15288 bed 5,2 53 56 abe 18018 «d
6 5(0 @ 53 53 @ 18870 2 4,6 5,0 43¢ 13108 =
7 4,74 5,4 68 be 14678 «d 4,5 5,0 53) e 19390 bed
8 5,2, e 5,5 67 bed 15041 bed 4,6 5,1 52 = 19816 bed
9 5 el 5,1 58 o 18411 abe 5,6 48 50 be 20515
10 5,1l tosl 49 474 215052 5,2 4,6 43¢ 25293 2
11 Sl tosd 4,6 48 d 21098 2 5,3 4,5 42 ¢ 24152 b

n.s., * ¥k ¥Rk non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 5, 1, 0,1%

Tableau 27. Variabilité intra-spécifique des caractéristiques graini¢res — Effets provenance et famille

1998 1999
Effets N1 N2 P N3 N1 N2 P N3
Fprovenance 4,55 ** 0,48 s 8,12 i 2,01 o.s. 0,54 1S 1,38 s 2,8 * 0,26 i
Andranokobaka 8250 10,3 11,42 137184 b 962 9,7 13,62 154280
Atherton 990 b 10,8 89  151891P 998 9,0 10,1 b 158992
Tinaroo 877 b 87  10,6*  140493b 776 79 1143 162482
Ravenshoe 1104> 10,6 84  198563b 832 75 95b 156777
Paluma 22542 13,4 56" 287224 » 1020 5,6 6,7 © 134482
Foumileprovenancey ~~ 2,34° 1,350 10,13 2,16 1,34 ns. 3,047 438 345

1 7590 10,6 16,2 = 153873 ab 963 10,3 b 13,2 b 161753 =b

2 9330 9,7 11,1 130551 1152 9,6 9 2 duwl | 59PA) d

3 784b 10,6 144 131666 801 928  121abc 142622

4 9430 9,2 10,24 120865 = 973 8,3 9,3 abed 136440 b

5 10447° 12,7 11,0 b«d 188087 > 1038 10,3 ab 9,4 abed 194578 2b

6 1572%b 12,9 83« 2406112> 1064 13,32 14,52 296852 2

7 11550 9,6 84 1399263 765 563  73bd 104578 D

8§ 475b 65 142  96185b 675 708 11,1« 139940 ab

9 1029°b 11,5 11,2b< 205751 2> 1192 7 @ 10,3 abed 63484 >

10 12410 9,0 7,2 1853852 414 2,7 A 236742

11 22542 13,4 7,04 287224» 1020 5,6 6,24 134482 =

N1= nombre de graines viables par gramme, N2= nombre de graines viables par capsules,
P= poids de graines (mg) par capsule, N3= nombre de graines viables par kg de capsules,
n.s., ¥ FF FFK s non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 5, 1, 0,1%



Troisieme chapitre — Résultats : Description de la population parentale

1.6 LA FRUCTIFICATION DU VERGER

Au-dela de la quantité de fleurs produites et de sa variabilité dans la population parentale, la
capacité semencic¢re d’'un individu dépend principalement de Iefficacité de la fécondation, de la
taille des fruits (diametre, longueur et poids) obtenus ainsi que de leur taux de remplissage
(graines viables). Ces caractéristiques seront analysées en fonction de la structuration de la

population, du type de pollinisation, de 'année de floraison.

Nous considérerons séparément les fruits de 'année 1999 ayant une maturité de 5-6 mois et ceux
de Pannée 1998 pour lesquels la maturité est de 17-18 mois. Les récoltes, habituellement menées
dans les vergers, ne tiennent pas compte de cette distinction. Néanmoins, un verger exploité
annuellement ne produit que le premier type de fruit. Les résultats présentés ici sont en partie

tirés des travaux de Ramanantoandro (2000).

1.6.1 Variabilité intra-spécifique des caractéristiques de la fructification

La taille des capsules dépend significativement de 'origine des arbres. Les résultats permettent de
distinguer, sur la quasi-totalité des caracteres, les provenances d’Andranokobaka et d’Atherton
par rapport a celles de Tinaroo, Ravenshoe et Paluma (tableau 26). Le nombre de fruits par
kilogramme varie de 12626 pour les capsules produites par les semenciers originaires
d’Andranokobaka a plus de 21000 pour I’échantillon de Paluma. Globalement, les effets familles
sont moins élevés mais ils sont significatifs sur les caractéristiques liées au poids des capsules.

I’écart maximal entre les valeurs moyennes familiales va du simple au double.

Que ce soit sur les fruits de 1998 ou de 1999, les effets provenances et familles sont moins
importants sur les caractéristiques grainieres (tableau 27). Au niveau des provenances, les effets
sont significatifs pour le poids de graines par capsules. Ce caractere est en fait corrélé
positivement avec le poids et la taille des capsules. Les différences observées sur I’échantillon de
1998 sont essentiellement dues aux résultats obtenus pour la provenance Paluma, qui ne se
renouvellent pas en 1999. Nous mettons en évidence des effets familles significatifs sur la plupart
des caractéristiques. Ceci traduisant une variabilité intra-spécifique élevée. En moyenne familiale
en 1999, le nombre de graines viables par capsules varie de 2,7 a 13,3 et la quantité de graines

viables par kilogramme de capsules passe de 63484 a 296852.
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Tableau 28. Comparaison des caractéristiques graini¢res selon le type de croisement

Type de Poids Poids de Nombre Nombre de Nombrede Nombre de
croisement capsule graines par graines par graines par graines parkg  capsules
capsule capsule gramme de capsules par kg
Libre 0,0682 0,011 10,62 10002 177201 ® 16550 b
Allofécondation 0,057 0,010 14,3 12422 283696 2 225762
Autofécondation 0,045" 0,008" 4,0¢ 3390 101410° 254752
CV 34 35 51 65 60 48
Bl b @i 8,04 3,49 10,78 8,85 0,42 9,85
Probabilité 0,0003 0,0337 0,0001 0,0004 0,0026 0,0001

Graines = graines viables, CV : coefficient de variation

0,5 7
(] OArbre n®99 (famille 3, Andranokobaka), 10,6 + /- 8,2 graines viables par capsule, n=221
0’4 | Arbre n°124 (famille 8, Tinaroo) 12,3 + /- 11,2 graines viables par capsule, n= 87
] H Arbre n®182 (famille 4, Atherton), 3,5 + /- 7,6 graines viables par capsule, n=239
g 03
=}
[}
=
o
-
L 0,2 -
- / /
= 2 =2 2§ 8 28 B 3 % 8
= b S b <& 4 S i S b
— — N N c c < <

Classes du nombre de graines viables par capsule

Figure 37. Variabilité du nombre de graines viables par capsules sur un échantillon de 3 arbres-meres

Tableau 29. Comparaison des caractéristiques moyennes des capsules de 1998 et 1999

Caractéristiques Unité 1998 1999 F P
Poids capsule mg 70 £ 192 57 £17% 23,5 > 0,0001
Diametre capsule mm 53+ 0,52 51+0,52 33 0,069
Hauteur capsule mm 57+0,8% 56+ 092 0,7 0,410
Poids de graines viables/ capsule ~ mg 1131412 9,8 £52P 6,5 0,012
Graines viables / capsule nombrte 10,4 £5,92 861t 57°b 4,3 0,039
Graines viables / gramme nombre 1015 = 748 » 923 £ 581 %P 0,9 0,340

Graines viables / kg capsule nombre 162623 £ 1143212 155555 £ 1138952 0,2 0,672
Capsule / kg nombre 15403 + 43072 18628 = 4806° 24,7 0,0001
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1.6.2 Caractéristiques grainiéres en fonction du type de pollinisation

Les résultats, présentés ici, concernent la comparaison entre la pollinisation libre et les
croisements controlés en autofécondation ou en allofécondation. Pour ces deux derniers cas,
nous supposons que le pollen n’est pas limitant et que nous obtenons, dans chacun des cas, les
valeurs maximales de remplissage des capsules. L’échantillon est constitué de 10 arbres provenant
de la plupart des provenances du verger. Les capsules et les graines ont été traitées de la méme

facon que précédemment.

Sur la plupart des caractéristiques étudiées, 'effet du type de fécondation est significatif (tableau
28). Les valeurs sont nettement plus faibles en autofécondation. Les fruits sont plus petits mais
les résultats ne montrent pas de différence sur le contenu (en poids) des capsules. En
allofécondation, le taux de remplissage en graines viables est plus important de 50 et de 300% par
rapport a ceux obtenus, respectivement, en pollinisation libre et en autofécondation.

Globalement, nous constatons que les résultats en pollinisation libre sont intermédiaires.

La variabilit¢ du nombre de graines viables par capsule en pollinisation libre est importante
(figure 37). Si en moyenne nous avons observé 10 graines viables par capsule, correspondant a
une gamme de ordre de 5 et 25 graines par capsule, une part de celles-ci renferment jusqu’a 50

graines viables.

1.6.3 Caractéristiques grainiéres en fonction de I’année de production

Les caractéristiques annuelles et générales sont présentées dans le tableau 29. Les fruits de 1998
ont une longueur de 5,3 (4-8) mm pour un diametre de 5,7 (4-7) mm. Le poids individuel des
capsules est tres variable. Il est compris entre 35 et 152 mg avec une moyenne de 70mg. Pour les
fruits de 1999, ces chiffres sont respectivement : 5,1 (4-7,5) mm, 5,1 (4-9) mm, 57 (27-48) mg.
Nous ne mettons pas en évidence de différences significatives sur la taille des capsules liées a leur
maturité. En revanche, le poids des fruits de 'année 1998 est significativement plus important, lié

probablement au niveau de lignification.
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Le nombre moyen de graines viables par capsule est de 10,4 pour les fruits de 'année 1998 et de
8,6 pour 1999 avec des gammes respectives de 6,5-13,4 et de 2,7-13,3. Le nombre de graines
viables par gramme du mélange, constitué par les graines viables, les ovules non fertilisées et les
débris divers, est de 1015 et 923. Comme le nombre de graines viables par capsule, le poids du
contenu des capsules est significativement plus élevé pour les fruits de 1998. Mais en définitive, le

nombre de graines viables par kilogramme de capsules ne différe pas d’une année sur 'autre.
bre de grai iabl kilogr d 1 diff d laut
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1.7 CONCLUSIONS SUR LES CARACTERISTIQUES GENERALES DES

GENITEURS

Avec des outils récemment développés et adaptés aux marqueurs microsatellites, nous avons pu
retrouver I'identité des arbres de bordure. En dehors des 8 arbres pour lesquels nous n’avons pas
identifié Porigine, les informations sur la population parentale sont completes. A partir des
données alléliques, nous avons montré que la variabilité intra-population représente I'essentiel de
la diversité génétique de la population parentale. Apres Iéclaircie sélective, la densité a I'intérieur
du verger varie de fagon importante. Cette éclaircie a eu pour effet d’homogénéiser les
phénotypes mais a conduit a une représentation déséquilibrée des familles et a une hétérogénéité
dans Poccupation spatiale du terrain. Toutefois, la diversité allélique de la population est encore

importante.

La variabilité intra-spécifique des caracteres de croissance, y compris la taille du houppier,
s’explique par des effets provenances et des effets familles significatifs. Les provenances,
originaires du nord de laire naturelle (Andranokobaka et Atherton), présentent un
développement général plus important. La variabilité des caracteres de croissance et la
compétition entre voisins contribuent a la constitution de groupes d’arbres dominants,

codominants et dominés suggérant potentiellement I'existence de croisements préférentiels.

Dans les conditions écologiques de notre étude, E. grandis fleurit avant 10 ans. Le taux moyen
annuel de floraison du verger atteint pres de 85%. Trois arbres seulement n’ont jamais fleuri
durant les trois années d’observations. Les cycles de floraison sont réguliers et semblent acquis
que ce soit au niveau du verger ou des provenances, indiquant la bonne adaptation biologique de
I'espece et le bon choix des provenances par rapport aux conditions écologiques du site d’étude.
En dehors du pic de floraison relativement stable d’une année sur l'autre, nous avons mis en
évidence lexistence de familles ou de provenances précoces et tardives, entrainant
potentiellement des croisements préférentiels selon la période de floraison. Les provenances

issues du nord de I'aire naturelle sont plus précoces.

Le piégeage et I'identification des insectes présents dans le verger au moment de la floraison ont
montré une proportion élevée d’abeille domestique (Apis mellifera) et la présence de dipteres

pollinisateurs.
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Nous avons mis en évidence la variabilité intra-spécifique des caractéristiques grainiéres en
distinguant les provenances d’Andranokobaka et d’Atherton sur I'échantillon d’arbres étudiés.
Les conditions environnementales du verger sont favorables a une production graini¢re régulicre.
Elles conduisent a un taux de remplissage des capsules efficace mais trés variable. Enfin nous
avons vu que le rapport entre le nombre de graines viables et le poids des capsules était peu
variable quelle que soit I'année de production des fruits qui, pourtant, présentaient des
caractéristiques différentes. En conséquence, I’équilibre des contributions maternelles dans la
variété peut se mesurer par une simple pesée des capsules pour les différents lots de graines pour

estimer le nombre de plants correspondant.

En autofécondation, la qualité de la fructification est affectée probablement par I'action combinée
des mécanismes d’auto-incompatibilité partielle et des effets de la dépression consanguine.
Toutefois, le taux de remplissage en pollinisation libre des capsules, comparé a ceux obtenus en
autofécondation et en allofécondation strictes, indique un mode de reproduction dans le verger
préférentiellement allogame. Les croisements en allofécondation ont montré un accroissement
significatif du taux de remplissage des capsules. En conséquence, le taux de remplissage des fruits
dépend du porte-graines et probablement de nombreux facteurs liés, en partie, a efficacité

pollinisatrice des insectes a travers la quantité de pollen déposée sur le stigmate et son origine.
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2. ESTIMATION DES FLUX DE GENES DANS LE VERGER

L'objectif des vergers a graines est de maximiser le progres génétique tout en conservant une
diversité génétique suffisante. Pour optimiser la production d'un verger a graines, nous cherchons
a réunir les conditions favorables pour :

- minimiser les flux de pollen extérieurs au verger ;

- maximiser le nombre de géniteurs qui participent a la constitution de la génération suivante ;

- équilibrer la participation des géniteurs ;

- minimiser le taux de croisement entre individus apparentés et réduire I'autofécondation.

Dans cet objectif, nous aborderons I’étude des flux de geénes par deux approches. Les
contributions des provenances et des familles au nuage pollinique varient en fonction du nombre
d’arbres qui les représentent. Elles dépendent, aussi, de la durée moyenne de floraison des
génotypes et de la période dans 'année. Nous tenterons d’identifier les contributions de chacun a
partir de leur phénologie. D’autre part, nous effectuerons des analyses de paternité aux moyens
de marqueurs microsatellites sur un sous-ensemble du verger. Au final, nous devrions étre en
mesure d'apporter les éléments de réflexion pour la gestion des populations d’amélioration dans

le schéma de sélection développé a Madagascar.

2.1 ESTIMATION DES FLUX DE GENES POTENTIELS

2.1.1 Analyses des observations effectuées

Nous faisons, a priori, ’hypothese que les contributions individuelles au pool de gameétes males et
au pool de gametes femelles sont identiques et que cette contribution est estimée par la durée de
la floraison en terme d’arbre-jour (A/]) en floraison que ce soit au niveau provenance ou famille.
Nous reprendrons ici le découpage de la saison de floraison (deuxieme chapitre, paragraphe
1.4.1). Nous ne considérerons que les arbres du placeau central pour lesquels nous avons effectué

les relevés. Soit :

La durée de floraison, en jour, de l'arbre 1 de la provenance (ou de la famille) j pendant la période

k: Dy
Le nombre d’A/]J en floraison de la provenance (ou de la famille) j pendant la période k : Z D,
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Le nombre d’A/]J en floraison du verger pendant la période k : Z Z D,

J 1

La contribution relative dans le nuage pollinique ou dans la population d’ovules de la provenance

(ou de la famille) pendant la période k (¥, P, =1): P,= > - D, / >.> Dy,
i J i

En faisant ’hypothése qu’il n’existe pas de croisements préférentiels et donc que les croisements
intra- ou inter-provenances (ou familles) sont équilibrés, la probabilité de croisement entre deux

individus est donnée par :
La probabilité de croisement intra-provenance (ou intra-famille) : €, = Pji

La probabilité de croisement inter-provenance (ou inter-famille) : C . =2P, xP,,

avec ZC‘M +ZC(/‘./.,,( =1

Les probabilités de croisement entre deux provenances (ou deux familles), sur Pensemble de
lannée, sont calculées en additionnant les résultats obtenus pour chaque période et en les
pondérant par leur importance relative. Nous faisons I'hypothése que les croisements sont
inexistants entre deux périodes (ce qui peut étre faux a la limite entre deux périodes) et que les
probabilités ne varient pas durant une période. Nous pourrions également travailler jour par jour,
mais les observations ne sont pas quotidiennes et ’hypothése que les croisements entre deux

jours sont inexistants est nettement moins robuste. Soit :
Le nombre d’arbres de la provenance (ou de la famille) j en fleurs pendant la période k: N
Le nombre total d’arbres en fleurs pendant la période k : Z N,

J
La représentation de la provenance (ou de la famille) j pendant la période k: N, / Z N,
J
Occurrence des croisements :

Intra-provenance (ou intra-famille) pendant la période k: C;, =(N / z N,
J

Inter-provenance (ou inter-famille) : C ., =2(N /Z NN /z N
J J
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Le poids de la période k dans la saison : ZNjk /ZZNjk
J jok

La représentation de la provenance (ou de la famille) j dans le lot de graines récoltées en fin de

saison est donnée par :
Cy+Cp=D QNI DD NOXC D (N DD N )*C )
[ Tk K T X

2.1.2 Flux de génes potentiels dans le verger a graines

Les probabilités de croisement, a 'intérieur du verger, que ce soit entre arbres de telle ou telle
provenance (ou famille) expriment ’évolution du nuage pollinique au cours des six périodes
prédéterminées de la floraison. En début de saison, périodes A et B, les croisements les plus
probables concernent la provenance d’Andranokobaka en croisements intra et en croisement
inter, par ordre décroissant, avec les provenances d’Atherton, Ravenshoe et de Tinaroo, mais les
probabilités de croisement entre les arbres de ces dernieres restent faibles (figure 38). Nous
observons des contributions plus équilibrées durant les périodes C et D. En fin de floraison,
périodes E et I, les provenances de Ravenshoe et de Paluma dans un premier temps et avec celle
de Tinaroo ensuite contribuent, potentiellement, de facon plus importante au nuage pollinique.
En d’autres termes, selon la période de floraison, nous observons, ici, plusieurs groupes de
croisements préférentiels potentiels. Ceci pouvant avoir un impact selon que 'on effectue des

récoltes de graines sur des arbres fleurissant précocement ou tardivement.

Les contributions, sur une saison de floraison, que ce soit des provenances ou des familles, ne
difféerent pas de leur effectif dans le verger (figure 39). En considérant les données, pour les trois
saisons de floraison, les contributions potentielles des différents génotypes sont équivalentes a
leurs fréquences dans le verger en terme d’effectif a savoir: 35% pour la provenance
d’Andranokobaka ; 20% pour les provenances d’Atherton, de Tinaroo et de Ravenshoe; 5%
pour la provenance de Paluma. Ceci peut s’expliquer par le simple fait que les durées de floraison
ne différent pas significativement, ce qui revient a dire que les groupes de génotypes contribuent

de facon proportionnelle au nombre d’individus les constituant.
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Les résultats au niveau des familles, nous ameénent aux méme conclusions, a savoir qu’il existe des
croisements préférentiels potentiels en début et en fin de saison de floraison et qu’ils
correspondent aux observations effectuées au niveau des provenances. Notons que, durant la
période intermédiaire, C et D, la contribution des familles est mieux équilibrée avec, néanmoins,

une contribution plus élevée des familles originaires d’Andranokobaka et d’Atherton (figure 40).
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Tableau 30. Probabilité d’exclusion (EP) et probabilité d’identité (IP)
pour les six loci microsatellites de la population parentale

Locus EP P
Embra06 0,698 0,039586
Embral0 0,738 0,029648
Embrall 0,519 0,106655
Embral3 0,424 0,167533
Embral5 0,761 0,024531
Embral9 0,435 0,152592

Tous les loci  0,99703  0,000132

Tableau 31. Résultats de Panalyse de paternité des 30 descendances étudiées

Arbre- Famille Précoce N Ny Ni/N N2  t(%) N. No N./N,

mére maternelle /tardif (%)

1 1 - 20 13 65,0 2 90,0 11,3 12 0,94
4 10 - 23 7 30,4 1 95,7 7,0 7 1,00
10 1 - 20 13 65,0 0 100,0 8,9 10 0,89
12 3 Tardif 11 6 54,5 0 100,0 6,0 6 1,00
24 8 Précoce 18 13 72,2 0 100,0 13,0 13 1,00
26 1 Précoce 19 12 63,2 0 100,0 10,3 11 0,94
39 2 Précoce 20 13 65,0 0 100,0 11,3 12 0,94
52 9 - 19 14 73,7 1 94,7 12,2 13 0,94
68 4 - 20 1 55,0 0 100,0 9,3 10 0,93
76 8 - 50 26 52,0 0 100,0 225 24 0,94
86 2 - 20 9 45,0 0 100,0 7,4 8 0,93
93 4 - 20 9 45,0 0 100,0 54 7 0,77
107 2 - 48 23 479 1 97,9 19,6 21 0,93
115 4 - 22 16 72,7 2 90,9 49 8 0,61
124 8 Tardif 18 15 83,3 0 100,0 10,7 12 0,89
125 1 Précoce 18 8 44 4 0 100,0 8,0 8 1,00
136 7 - 60 39 65,0 1 98,3 25,8 31 0,83
142 9 Tardif 19 9 474 0 100,0 7,4 8 0,93
146 4 Tardif 20 13 65,0 0 100,0 8,9 10 0,89
148 8 Précoce 19 14 73,7 0 100,0 14,0 14 1,00
154 3 - 20 14 70,0 0 100,0 12,2 13 0,94
174 3 Précoce 19 10 52,6 0 100,0 10,0 10 1,00
182 4 Tardif 22 15 68,2 0 100,0 11,8 13 0,91
195 1 Précoce 60 41 68,3 1 98,3 12,6 21 0,57
261 1 - 19 12 63,2 0 100,0 12,0 12 1,00
202 2 - 20 13 65,0 1 95,0 6,8 10 0,68
209 3 Précoce 19 14 73,7 5 73,7 5,2 8 0,65
213 2 = 19 14 73,7 2 89,5 10,6 12 0,88
225 4 = 20 12 60,0 1 950 12,0 12 1,00
239 3 = 22 12 54,5 6 72,7 3,4 7 0,49

Total - - 724 440 - 24 - 126,2 199
Moyenne - - - - 60,8 - 96,7 0,63

(Précoce/tardif : les arbres précoces fleurissent avant le 115¢m jour de 'année et les arbres tardifs fleurissent au-dela
du 185¢¢ jour, N : nombre de descendants analysés, N1 : nombre de descendants avec filiation paternelle interne,
Nz: nombre de descendants issus d’autofécondation, t : taux d’allofécondation, No, Ne: nombre de males observés et efficaces)
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2.2 ESTIMATION DES FLUX DE GENES REELS

Par rapport a ce que nous venons de présenter, nous abordons, ici, 'analyse de paternité dans la
descendance d’un sous-ensemble d’arbre-meéres du verger a graines. L’approche consiste a

déterminer les flux de pollens réels sur une année de floraison (1997).

2.2.1 Parameétres de ’analyse de paternité

La probabilité d’exclusion est conditionnée par le génotype des géniteurs, le nombre de loci
indépendants, la distribution et les fréquences alléliques pour chaque locus. Nous avions déja
indiqué que nous pouvions considérer tous les loci indépendants. e locus Embral5, par
exemple, présente la distribution la plus favorable pour une probabilité d’exclusion élevée
(tableau 30). Dans la population de géniteurs, les probabilités d’exclusion d’Embral5, d’Embral0,
d’Embra06, d’Embrall, ’Embral9 et ’Embral3 sont classées par ordre décroissant. Pour les
six loci, la probabilité d’exclusion est de 0,99703 indiquant 'efficacité de I'analyse de paternité. La
probabilité¢ d’identité, qui représente la probabilité de trouver deux individus identiques, est de

0,000132 soit environ 1 évenement sur 7500.

Le « cryptic gene flow » ou flux de geénes cryptique est calculé également a partir de simulations.
Du fait des paternités externes, le nombre exact de peres réels n’est pas connu. Il dépend du
nombre de peres potentiels que l'on s’est fixé. Nous avons effectué plusieurs simulations en

faisant varier ce nombre. Nous avons obtenu des valeurs se situant entre 10 et 15%.

2.2.2 Détermination et contributions de la population paternelle

Les analyses de paternité ont été effectuées pour 30 descendances récoltées dans le verger en
1997. Les résultats sont présentés dans le tableau 31. Sur les 724 individus, nous avons attribué
une paternité interne au verger a 440. Pour une douzaine d’individus, 'analyse proposait plus
d’un pere équiprobable, il n’a donc pas été possible de les intégrer. Pour les 284 descendants
restants, dont nous n’avons pas été en mesure d’établir une filiation paternelle, nous supposons
une origine paternelle externe au verger a graines. Sur cette base, le taux de contamination
pollinique s’éléve, en moyenne, a 39% pour Iéchantillon étudié. Ce taux varie de 17 a 70% selon

les arbres meres.
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Figure 41. Succés reproducteur et contributions paternelles (nombre total de peres = 199, la hauteur des
barres correspond au nombre de peres identifiés 1 a 12 fois dans la descendance)

Tableau 32. Comparaison de la part des provenances et des familles entre la population parentale et la
population de miles identifiés

Provenance Niveau Famille Niveau
Provenance famille
Andranokobaka 1,13 (1,19) 1 1,08 (0,88)
2 1,09 (1,23)
3 1,29 (1,63)
Atherton 0,85 (0,89) 4 0,92 (1,01)
5 0,63 (0,50)
Tinaroo 1,17 (1,13) 6 1,30 (1,67)
7 1,07 (0,67)
8 1,13 (0,97)
Ravenshoe 0,62 (0,44) 9 0,77 (0,54)
10 0,52 (0,38)
Paluma 1,04 (1,02) 11 1,04 (1,02)

Arbres de bordure 0,90 (0.90) - -
Cette comparaison est basée sur le rapport entre la fréquence pour telle famille ou telle
provenance dans la population de males identifiés et leurs fréquences dans
la population parentale, entre parenthése on raisonne en terme de descendant
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Figure 42. Comparaison entre le nombre de miles potentiels par provenance ou par famille (barres
blanches) et observés (barres grises en terme de males et barres noires en terme de descendants, en incrustation, les
graphes comparent les mémes contributions entre les géniteurs du placeau central et ceux de la bordure)
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Le nuage pollinique identifié et produit par le verger est constitué par 199 donneurs différents, ce
qui représente 56% de la population. Les 440 descendants dont le pere a été identifié
correspondent a 362 croisements entre 30 arbre-meres et les 199 donneurs de pollen,
autofécondations incluses. Le nombre de plein-freres dans une descendance est tres faible, il est
compris entre 1 et 5. Le succes reproducteur des peres, en terme de nombre de descendants
produits, est compris entre 1 et 12 toutes descendances confondues. La figure 41 illustre ces
résultats et montre que 50% des arbres ne contribuent qu'une fois dans la constitution de la

génération suivante.

Le rapport N./N, (N, : le nombre de peres efficaces, N, : le nombre de péres observés) traduit
les contributions relatives paternelles au nuage pollinique d’'un arbre-mere donné. N, est obtenu
directement des péeres observés pour un arbre-meére donné. N, est calculé pour chaque mére de la

facon suivante :

N, = ou f;estla fréquence du male j dans le nuage pollinique de 'arbre-meére donné.

Quand les males contribuent de facon équivalente N =N, sinon N_ est inférieur a N,. Plus le

rapport N/ N, est proche de 1 et moins le nombre de descendants pat pere est élevé.

En prenant individuellement les arbres-meéres, ce rapport est compris entre 0,49 et 1 mais sur
I'ensemble, 19 arbres-meres ont un rapport supérieur a 0,90. En prenant la population totale

d’arbre-meres, le taux est de 0,63 (tableau 31).

La distribution des géniteurs effectifs dans le nuage pollinique et celle des géniteurs potentiels de
la population parentale ne sont pas identiques (tableau 32 et figure 42). Ainsi, nous observons des
déviations entre 'importance, en terme d’individu, des familles et des provenances dans le verger
et celle observée dans le nuage pollinique. La provenance d'Andranokobaka, qui représente 50%
des arbres du verger, contribue pour 61% a la descendance. A I'inverse, la provenance Ravenshoe
qui constitue 18% du verger ne contribue qu'a 8%. Les familles 2 et 3 d’Andranokobaka et la
famille 10 de Ravenshoe, contribuent le plus fortement a ce biais. La contribution des arbres de

bordure et leur part dans la population parentale sont équivalentes (figure 42).
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Pour I'échantillon étudié, le taux moyen d'autofécondation dans le verger a graines est de 3,3%.
Cect correspond a 24 individus parmi les 440 descendants. Le taux d’autofécondation est nul
pour 18 arbre-meres. Il atteint au maximum 27,3%. Nous n'observons aucune relation évidente
entre la position de l'arbre dans le verger et le taux d'autofécondation observé. Le nombre
d’individus issus de croisement entre demi-freres est plus élevé puisqu'il concerne 38 individus
sur les 440 descendants. Au total, nous avons montré que 14% des descendants sont issus de

croisements consanguins a des degrés divers.

2.2.3 Cartes de dispersion pollinique et distances de pollinisation

Les cartes de dispersion pollinique, pour les trente arbres étudiés, sont présentées en annexe 7. La
figure 43 présente les résultats observés sur les quatre arbre-meéres dont le nombre de
descendants est compris entre 48 et 60 descendants et qui sont représentatifs de 'ensemble. Dans
les cartes de dispersions polliniques, les différents croisements identifiés par l'analyse de paternité
sont indiqués par un trait. Son épaisseur est proportionnelle au nombre de descendants ayant la
méme filiation paternelle. L’existence de descendants issus d'autofécondation est indiquée par des
boucles dont la largeur correspond au nombre de descendants observés. La fleche venant de
Pextérieur et le pourcentage indique le flux de pollen externe au verger observé pour chaque
géniteur. Les autres représentations, réalisées avec le logiciel Capsis (de Coligny, comm. pers.),

présentent la répartition des arbres-peres identifiés, la hauteur et le développement des houppiers.

A premicre vue, les flux de pollen ne présentent pas de particularité que ce soit au niveau des
distances de pollinisation ou de la distribution des péres au sein du verger. Les vents dominants
caractéristiques de la région n’ont visiblement aucune influence sur le déplacement des insectes,
nous n’observons pas de direction préférentielle de pollinisation. La distance moyenne de
pollinisation, calculée sur notre échantillon, est de 32 metres et les valeurs maximales
correspondent aux dimensions maximales du verger. Les distances maximales de pollinisation
sont liées a la taille du verger car le pollen provenant de Pextérieur a été transporté sur des

distances plus importantes.

Nous avons étudié, a lintérieur du verger, leffet de la distance sur la pollinisation pour
I'ensemble de T’échantillon et plus précisément pour les quatre arbre-meéres précédemment
présentés. 1l s’agit de comparer les effectifs d’arbre-péres potentiels et efficaces en fonction de la

distance qui les sépare des arbre-meres. Les distances de pollinisation potentielles varient en
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fonction de la position des individus. L’atbre n°107 se situe au milieu de la patcelle tandis que
I'arbre n° 195 est en bordure, de fait les distances potentielles sont plus élevées pour le second.
Globalement, les distances observées sont peu différentes des distances potentielles mais nous
mettons en évidence un léger exceés de partenaires dans le proche voisinage. A des degrés divers,
les quatre arbre-meres présentent des déséquilibres entre les deux distributions. Les effets de la
distance sont différents pour les arbres n°136 et 195 (figure 44). Le premier appartient au groupe
des individus dominés et les distances de pollinisations sont relativement différentes avec un
exces de partenaires dans le voisinage immédiat. Le second est dominant, avec un léger déficit de
croisements avec les proches voisins situés a moins de 30 metres et un exces avec les individus

au-dela de cette limite.

Nous avons testé les niveaux de signification de ces déséquilibres (annexe 8). En tenant compte
de I’écartement entre les individus et de la taille du verger, les arbre-péres observés et potentiels
ont été répartis par classes de distances avec des pas de 9 metres. Pour les arbre-meéres n°136 et
195, les résultats montrent des distributions significativement différentes. C’est a dire que les
peres, au voisinage de arbre-meére n°1306, contribuent significativement plus dans la descendance
par rapport aux autres et inversement pour I'arbre n°195. En considérant 'ensemble des arbres-
meéres, nous ne mettons pas en évidence de différences significatives entre la distribution des
peres potentiels et celles des peres observés. En conséquence, la position et la distance entre deux
arbres dans le verger ne semblent pas avoir d’influence sur leur probabilité de croisement, a

moins que ces arbres aient un phénotype particulier.
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2.3 CONCLUSIONS SUR L’ESTIMATION DES FLUX DE GENES DANS LE VERGER

Nous avons montré I'existence probable de croisements préférentiels selon la période de la
floraison. Ceux-ci sont gouvernés par le caractére précoce ou tardif des provenances, opposant
celles d’Andranokobaka et d’Atherton a celles de Ravenshoe et de Paluma. Ceci revient a dire que
la composition du nuage pollinique évolue au cours de la saison. Les contributions polliniques a
l'origine de la descendance d’un individu sont différentes selon qu’il s’agisse d’un arbre fleurissant
précocement ou tardivement. Mais au niveau du verger, sur I'ensemble dune saison, les
contributions potentielles des provenances a la constitution de la génération suivante ne sont pas

différentes de leur effectif relatif dans le verger.

Les loci microsatellites choisis et leur variabilité allélique dans la population parentale permettent
d’effectuer une analyse de paternité efficace. Le brassage génétique, dans le verger, est important,
on trouve un nombre élevé de peres pour chaque arbre-mere qui, individuellement, contribuent
peu au nuage pollinique. Sur I'ensemble des arbre-méres, la moitié des géniteurs du verger
contribuent a la constitution du nuage pollinique. Globalement, il n’existe pas de direction
préférentielle de pollinisation et le croisement entre deux individus est indépendant de la distance
qui les sépare. Le nuage pollinique observé n’est pas exactement représentatif de la constitution
de la population parentale. Nous observons des biais pour les provenances d’Andranokobaka et

de Ravenshoe.

Le taux d’autofécondation moyen dans le verger est faible avec néanmoins des variations
individuelles importantes. L.a proportion de descendants issus de croisement entre géniteurs
apparentés est inférieure a 10%. La part, dans la descendance, du pollen extérieur au verger est de
39%, sans observer de relation entre les taux individuels de contamination et la position dans le

verger, le phénotype (développement et phénologie) ou l'origine des arbres.
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Quatriéme chapitre — Résultats : Evolution de la diversité génétique et valeur de la descendance

3. EVOLUTION DE LA DIVERSITE GENETIQUE ET VALEUR DE LA
DESCENDANCE

Par rapport aux résultats présentés dans le chapitre précédent, plusieurs interrogations se posent :

- Comment évolue la diversité génétique entre deux générations successives ?
- Quelle est Iinfluence du type de croisement sur la croissance des descendants et donc sur la
qualité de la variété produite ?

- En fonction de ces résultats, quel est leur impact sur Pestimation des parameétres génétiques ?

Avant de connaitre la paternité de chacun, et pour les besoins de notre étude, une part d’entre
eux (600 sur les 724) a été plantée en mai 1999 sur la station de Mahela. Dans le cadre du
programme d’amélioration des eucalyptus, cet essai de descendances pourrait correspondre au
type de parcelle classiquement mis en place pour passer a la génération suivante. Le dispositif
expérimental est en blocs complets (4), la parcelle unitaire est constituée par une ligne de 5 plants
soit au total 20 plants par famille (annexe 9). Avant la plantation, nous avons fait un tirage au
hasard dans les descendances constituées par un nombre d’individus supérieur a 20. Pour ce
sous-ensemble d’individus, nous disposons des données de croissance jusqu’a 37 mois et de
lorigine maternelle et paternelle de chacun. Parmi les 600 individus, 279 ont une paternité
externe au verger. Une partie des analyses repose sur les 321 individus dont on a identifié 'origine

parentale.

A partir des données alléliques des 6 loci microsatellites, nous aborderons I’évolution de la
diversité allélique entre la population parentale et les 724 descendants. Rappelons que ces
individus n’ont fait I'objet d’aucune sélection pendant leur élevage en pépinicre et avant leur
plantation. Ensuite, nous évaluerons 'effet de apparentement sur les caracteres de croissance et
la productivité des descendants. Enfin, nous estimerons I’héritabilité des caractéres de croissance

qui nous permettra de juger de l'efficacité des dispositifs mis en place et de la sélection.
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Tableau 33. Parametres de diversité de la population de descendants pour les six locus

Locus N H, H. F
Embra06 1402 0.7375 0.8076 0.0891 *
Embral0 1412 0.8584 0.8660 0.0081 ns
Embrall 1398 0.6481 0.6965 0.0695 ns
Embral3 1440 0.7431 0.6260 -0.1871 s
Embral5 928 0.5129 0.8009 0.3596 *
Embral9 1388 0.5793 0.6620 0.1249 *
Tous loci - 0.6799 0.7435 0.0855 **

N : nombre d’haplotype, Ho, He: taux d’hétérozygotie observé et attendu,
F = 1-(Ho/ He), n.5.,¥%, : non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 1%

Tableau 34. Variation allélique (perte/gain) entre la population
parentale et la population de descendants

Locus Gain Perte Total
Embra06 1 2 =1l
Embral0 4 1 +3
Embrall 2 -3 -1
Embral3 1 3 2
Embral5 1 6 -5
Embral9 4 0 +4
Total 13 15 2
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3.1 EVOLUTION DE LA DIVERSITE GENETIQUE

Nous nous intéressons ici a I’évolution de la diversité génétique entre la population parentale,
constituée par le verger a graines, et les 30 descendances récoltées dans ce verger, composées de
20 a 61 demi-freres, étudiées précédemment. La population de descendants peut étre subdivisée
en deux sous-groupes. Nous avons d’une part, celui constitué par les individus dont la paternité
est interne au verger a graines (440 descendants) et d’autre part, celui dont les individus ont une
paternité externe (284 descendants). En conséquence, nous pouvons déduire les fréquences

alléliques respectives des deux nuages polliniques.

3.1.1 Diversité allélique et taux d’hétérozyqgotie de la descendance

Le nombre moyen d’alleles par locus est de 16,7 dans la descendance étudiée. Selon les loci, il
varie de 14 (Embral9) a 20 (Embra06). Le nombre total d’all¢les de la population pour les 6 loci
confondus est de 99. Comme dans la population de géniteurs, les loci Embrall, Embral3,
Embral9 présentent des distributions déséquilibrées dans lesquelles un allele a une fréquence
allélique aux alentours de 0,5, les deux ou trois suivants ont une fréquence de 0,1 et les autres
alleles ont des fréquences tres basses (annexe 10). Les distributions alléliques des loci Embra06,

Embral0 et Embral5 sont plus équilibrées.

Le taux moyen de diversité est aussi élevé que dans la population parentale, 0,68 contre 0,65. Le
déficit en hétérozygotes, observé sur 'ensemble des descendants, par rapport aux proportions
attendues sous I’équilibre de Hardy Weinberg, est de 8,5% (tableau 33). Les valeurs, au niveau des
loci marqueurs, varient de fagon importante puisque nous observons un déficit en hétérozygotes
pour les marqueurs Embral0 (<1%), Embrall (7%), Embra06 (9%), Embral9 (12%) et
Embral5 (36%) et un exces d’hétérozygotes pour Embral3 (19%). Ces écarts par rapport a ce
que T'on attend sous ’hypothése de Hardy Weinberg sont significatifs pour les loci Embra06,
Embral5 et Embral9 au seuil de 5%.
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Figure 45. Comparaison des fréquences alléliques des géniteurs et
des descendants en données diploides
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3.1.2 Comparaison de la diversité allélique entre les deux générations

31.21 Comparaison des distributions alléliques

Le nombre total d’alleles dans la population échantillonnée est respectivement de 101 et 99 pour
les géniteurs et les descendants. Les pertes sont de 15 alleles, de 0 a 5 selon les locus, et les gains
sont de 13 alleles, de 1 a 4 selon les locus (tableau 34, page précédente). Dans les deux

populations, les fréquences de ces alléles sont tres faibles.

Entre la population parentale et les descendants, les fréquences alléliques différent tres faiblement
pour les loci Embr06, Embral0, Embrall et Embral9. Par contre, nous observons de 1égeres
variations pour certains alleles des loci Embral3 et Embral5 (figure 45) mais elles concernent les
alleles relativement fréquents dans les deux populations. En dehors de ces variations de
fréquences, nous observons les mémes alléles pour tous les locus dans les deux populations et les

profils alléliques restent tres proches.
Sachant que 39% des descendants ont une paternité externe au verger, les similitudes entre les

deux populations, au niveau allélique, doivent faire I'objet d’analyses plus approfondies et elles

feront 'objet d’un point de discussion particulier.

3.1.2.2 Comparaison des distributions alléliques au niveau haploide

Pour lever les premicres ambiguités, nous avons distingué les deux catégories de descendants
selon leur origine paternelle et nous avons reconstitué deux nuages polliniques haploides. Ils sont
respectivement constitués par les alleles provenant de géniteurs males identifiés dans la parcelle
(au plus 440 alleles par locus) et par les alléles provenant de géniteurs males identifiés en dehors
de la parcelle (au plus 284 alleles par locus). Nous avons enlevé la part des alleles maternels pour
tous les descendants ou il n’y avait pas de doute. Pour 10% d’entre eux, nous n’étions pas en
mesure de distinguer lorigine paternelle et maternelle des alleles, nous avons fait un tirage

aléatoire des alléles.
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Les distributions des fréquences alléliques des deux nuages polliniques et de la population
parentale sont présentées dans la figure 46. En dehors des loci Embral3 et Embral5, les
fréquences alléliques ne varient ni entre les géniteurs et les nuages polliniques, ni entre les deux
nuages polliniques. Les similitudes observées entre les géniteurs et le nuage pollinique intra
montrent que les géniteurs du verger ayant contribué a la génération suivante constituent un bon

échantillonnage de la population parentale.
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Tableau 35. Caractéristiques générales de la croissance d’E. grandis dans Pessai de descendances

Caractere Age (mois) Moyenne Ecarttype CV (%) Minimum  Maximum
9 231 62 27 60 420
12 470 86 18 100 660
Hauteur (cm) 23 841 145 17 255 1230
31 1065 180 17 264 1470
37 1255 219 17 448 1750
9 13,8 2,8 20 5 22
Circonférence 23 38,0 6,6 17 6 55
au collet (cm) 31 41,6 7,7 19 6 62
37 471 9,1 19 13 70
12 15,5 3,6 24 1 30
Circonférence 23 28,3 5,5 19 4 41
a 1,3 meétre (cm) 31 33,9 6,8 20 4 49
37 37,6 7,6 20 9 55
Circonférence 31 31,8 6,7 21 3 47
a 2 métre (cm) 37 35,6 7,6 21 7 55
9 1,32 0,81 61 0,04 54
o 12 42 2,2 53 0,01 16,5
V"l“m(ed‘;f)‘“d“el 23 29,8 12,0 40 0,33 70,6
31 51,7 21,2 41 0,35 1132
37 71,5 31,0 43 2,25 157,9
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Figure 47. Courbes de croissance, de 9 a 37 mois, de I’essai de descendances
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3.2 INFLUENCE DU TYPE DE CROISEMENT SUR LA VALEUR DES

DESCENDANTS

3.2.1 Les différents types de croisement observés

A partir des résultats de I'analyse de paternité nous avons identifié, pour 321 descendants de
essai, le type de croisement lié au degré d’apparentement entre les géniteurs :

- autofécondation : 18 individus ;

- croisements entre demi-fréres : 38 individus ;

- croisements intra provenances avec apparentement possible mais inconnu entre les géniteurs :
67 individus ;

- croisements inter provenances en prenant comme hypothese qu’il n’y pas d’apparentement

entre les géniteurs : 198 individus.

3.2.2 Comportement général de la population

A 37 mois, la hauteur moyenne de lessai était de 12,5 * 2,2 metres correspondant a un
accroissement moyen annuel de 4 metres (tableau 35). La circonférence moyenne est de 47 £ 9
centimétres soit un diamétre moyen de 16 centimétres et la productivité atteignait 19 m’ha'an™ a
3 ans. Les valeurs extrémes pour ces caracteres étaient de 448 et 1750 centimetres pour la
hauteur, 13 et 70 centimétres pour la circonférence et 2,3-158 dm’ pour le volume individuel. Le
peuplement était, a cet age, encore en pleine croissance que ce soit en hauteur ou en diametre
(figure 47) et les effets de compétition n’étaient pas encore perceptibles. Pour tous les caracteres
considérés, les coefficients de variation diminuent jusqua 23 mois pour se stabiliser au-dela

(tableau 35).
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Tableau 36. Résultats de ’analyse de variance de P’essai de descendances de 9 a 37 mois - Effets famille et

type de croisement

Caractére F ddl 9mois 12mois 23 mois 31 mois 37 mois
Hauteur F famite 28 1,42 ns. 128 ns 2,29 ** 2,47 2,19 ==
1P oisrmmen 3 7,69 711 8,01 ™ 8,93 ** 591
Circonférence F famile 28 - 1,88 ** 1,71 2,02 2,21 ™
1B i 3 - 9,51 ™ 12 12 1212 14,02
Volume F famile 28 1,50 o5 1,96 * 2,02 2,55 2,417
F croisement 3 7,01 7 796" 10,14 " 8,40 ™ 10,19 =

(n.s., * ¥ #%% : non significatif au seuil de 5%, significatif au seuil de 5, 1, 0,1%)

Tableau 37. Comparaison de la valeur agronomique des descendants entre les différents niveaux
d’apparentement des géniteurs

9 mois 12 mois 23 mois 31 mois 37 mois
Croisement 2 3 4 2 3 4 2 3 4 2 3 4 2 3 4
Hauteur 1 <0.001 <0001 <0001 0002 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 <0.001 <0001 <0001 0,002 0006 <0001
2 - 0,954 0,610 5 0453 0,062 S 0,430 0,167 S 0,654 0,068 - 0,489 0,242
3 = - 0,538 - - 0,257 - - 0,569 - - 0,013 - - 0,039
Circonférence 1 - - - <0.001 <0.,001 <0.001 <0,001 <0,001 <0,001 <0.001 <0,001 <0,001 <0.,001 <0.001 <0,001
2 - = S 5 0,628 0,026 S 0237  0.033 S 0,2280 0,005 - 0,388 0,022
3 = = = - - 0,066 - - 0,356 - - 0,1064 - - 0,141
Volume 1 <0.,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2 - 0219 0,597 5 0,743 0,116 S 0,416 0,175 S 0,390 0,032 - 0,652 0,086
3 - - 0,387 - - 0,191 - - 0.609 - - 0,192 - - 0,186

(1, 2, 3, 4 : respectivement croisement en autofécondation, entre demi-fréres, deux arbres de méme provenance
et entre deux arbres de provenances différente, Probabilités test T, souligné : significatif au seuil de 5%).
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Figure 48. Courbes de croissance, de 9 a 37 mois, en hauteur, circonférence et volume
des descendants selon le degré d’apparentement des géniteurs
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Figure 49. Effet de la dépression consanguine due a ’autofécondation sur la valeur agronomique des
descendants aprés une génération (pas de mesure a 9 mois pour la circonférence a 1,3 m)
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3.2.3 Effet du type de croisement sur la croissance des individus

Nous avons utilisé le modéle mixte d’analyse de variance a deux critéres de classification (famille

et type de croisement) :

Yiik:p-l- (Xl.-‘r ﬂj-‘r 8ijk
Ou:

Y, est la valeur pour le caractere considéré de la famille i du croisement j de I'individu k
u = moyenne de 'essai

29

PP

. . . 2 .

;= effet de la famille i de variance o; ,i=1
p = effet fixe du type de croisement j, j = 1,...,4 (1 : autofécondation, 2 : croisement entre "2
fréres, 3 : croisement intra-provenance, 4 : croisement inter-provenance)

_ ;. . 2
&, = erreur résiduelle de variance o,

I’analyse de la variance montre des effets significatifs du type de croisement que ce soit sur la
hauteur, la circonférence ou le volume (tableau 36). Quel que soit 'age ou le caractere de
croissance, les descendants provenant des évenements d’autofécondation se distinguent de
maniere significative avec les autres types de croisements (tableau 37). L’expression de la
dépression consanguine liée a Pautofécondation est estimée par la comparaison des caracteres de
croissance a un age donné. La comparaison des courbes de croissance montre pour la
circonférence et le volume, que I'expression de la consanguinité augmente avec ’age au moins
jusqu’a 37 mois, cette tendance est moins évidente pour la croissance en hauteur (figure 48). En
comparant la moyenne de ces caracteres des individus autofécondés et ceux issus de croisements
entre géniteurs apparentés, le taux de dépression consanguine varie selon le caractere de
croissance (figure 49) :

- il diminue de 32 a 18% sur la hauteur ;

- il se maintient aux alentours de 35% pour la circonférence ;

- il se situe entre 50 et 65% au niveau du volume.

Cet effet est moins marqué en comparant les individus issus de croisement entre demi-fréres et
ceux issus de géniteurs non apparentés. Le taux de dépression consanguine atteint,

respectivement 5, 10 et 17% sur la hauteur, la circonférence et le volume.
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3.2.4 Analyse génétique de I’essai de descendances

L’analyse les effets génétiques correspondant aux 30 familles de demi-fréres passe par I'estimation
des composantes de la variance génétique dans la population. Elle repose sur les données

d’inventaires recueillies de 9 2 37 mois.

En éliminant les individus issus d’autofécondation et ceux des croisements entre demi-fréres, le
plan de croisement est constitué de 265 descendants mettant en jeu 29 géniteurs femelles et 146
géniteurs males, soit 235 combinaisons. Le nombre de descendants par géniteurs males ou
femelles n’est pas suffisant pour reconstituer un plan de croisement suffisamment complet pour

estimer les effets additifs et les effets de dominance.

3.2.4.1 Ajustement du dispositif

L’estimation des parameétres génétiques dépend de la robustesse du dispositif, nous avons donc
cherché a l'optimiser. Avant d’utiliser le modele d’analyse présenté précédemment, nous avons
vérifié, dans 'essai, Pexistence ou non d’effets terrains liés soit a la topographie ou a la fertilité du
sol. Nous avons découpé lessai en ligne et en colonne correspondant aux lignes de plantations

(annexe 9). Nous avons utilisé le modele mathématique suivant :
Yo=u+ o+ B+ &,

Ou:

Y, est la valeur pour le caractere considéré de I'arbre k placé a I'intersection de la ligne i et de la
colonne j

u = moyenne de Pessai

o, = effet fixe de la lignei,i =1, ..., 30

20

5 seey

ﬁj = effet fixe de la colonne j, j = 1

J— O . 2
&, = erreur résiduelle de variance o,

Nous avons mis en évidence des effets lignes et colonnes significatifs. L.a croissance en hauteur
des arbres est inférieure dans les zones marginales du verger (figure 50, page suivante). La fertilité
des sols est plus faible quand le terrain est en pente. Sur cette base, nous avons modifié¢ le
dispositif expérimental (annexe 11) en:

- regroupant les lignes 2 a 2, soit 10 groupes horizontaux ;
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Figure 50. Comparaison de la hauteur moyenne par colonne de Pessai de descendances

Tableau 38. Résultats de I’analyse de variance de I’essai de descendances de 9 a 37 mois - Effets familles

sur les caractéres de croissance

Caractére F ddl 9 mois 12 mois 23 mois 31 mois 37 mois
Hauteur F famille 29 1,21 08 177* 265" 276" 267
Circonférence collet 1B Gasilile 29 1,01 ns - 1,36 s 1430 201"
Circonférence a 1,3 métres F famile 29 - 1,85 ™ 1,56 " 1,77 2,06
Circonférence 2 métres F famile 29 = = - 1,99 = 1,97 =
Volume F famile 29 118  197™ 1,83 234" 239"

(nus., * J¥F B6%: non significatif, significatif au seuil de 5, 1, 0,1%)

Tableau 39. Estimation des héritabilités individuelles et familiales calculées a partit des données
recueillies dans I’essai de descendances

Caractéres Héritabilité 9 mois 12 mois 23 mois 31 mois 37 mois
Circonférence a 1,3 métres h? - 0,32 0,29 0,33 0,40
h? - 0,38 0,35 0,39 0,44
Circonférence au collet h? 0,19 - 0,22 0,30 0,48
h? 0,26 - 0,29 0,36 0,48
Hauteur 162 0,22 0,33 0,43 0,39 0,38
h?; 0,29 0,38 0,46 0,43 0,42
Volume 2 0,28 0,34 0,40 0,47 0,39
h? 0,34 0,39 0,43 0,48 0,43
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- créant 6 colonnes correspondant aux parcelles de 5 plants soit 6 groupes verticaux ;

- les données brutes ont été ajustées par rapport a ce nouveau découpage de I’essai.

Suite a cela nous avons effectué une analyse de la variance a un seul critere de classification en
considérant les variables ajustées en randomisation totale, selon le modele mathématique suivant :
Yii =pt ai+gij

Ou:

Y; est la valeur pour le caractere considéré de I'individu i de la descendance j

u = moyenne de I’essai

o, = effet de la famille de variance (712 ,i=1,...,30

oy . 2
&, = effet milieu de variance o,

3.2.4.2 Estimations des effets génétiques

Les résultats montrent que les effets familles sont significatifs a partir de 12 mois et qu’ils
augmentent avec I’age (tableau 38). L’estimation de I’héritabilité pour les caractéres de croissance
a chaque age est présentée dans le tableau 39. Les valeurs d’héritabilité familiale indiquent la part
des effets familles dans la variance totale. Elles atteignent des valeurs moyennes comprises entre
0,4 et 0,5. L’héritabilité au niveau famille est supérieure a I'héritabilité au niveau individuel. Ce
résultat est normal compte tenu du fait que estimation de I’héritabilité familiale prend en compte
les effets génétiques additifs et non additifs. A 37 mois, 'héritabilité au niveau individuel est plus
élevée pour la circonférence a 1,3 metre. La circonférence reste donc le caractere sur lequel, a cet

age, la sélection devrait étre la plus efficace.

Nous avons calculé la valeur du coefficient de corrélation entre les caractéres de croissance des
arbres-meres et des descendants a des ages similaires, 41 mois pour les géniteurs et 37 mois pour
les descendants et a ’age de la récolte soit 126 mois pour les géniteurs. Dans ce but, nous avons
pris les valeurs ajustées par rapport aux effets terrains dans les deux essais. Les coefficients de
corrélations se sont révélés nuls quel que soit I'age et le caractere considérés. L’explication la plus
probable vient du fait que nous avons une mauvaise estimation des valeurs familiales et donc de
I'héritabilité. Mais d’autres interprétations peuvent ctre avancées, qu’il s’agisse des effets de
dominance ou d’épistasie ou encore des interactions génotype-environnement du seul fait des

différences écologiques entre les deux stations.
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3.3 CONCLUSIONS

Les fréquences alléliques de la population parentale et de sa descendance ne montrent pas de
différences importantes. Les pertes et les gains en alléles, qui se compensent, ne concernent que
les alleles dont les fréquences alléliques sont tres faibles. En dehors de 3 ou 4 alleles pour
Embral3 et Embral5, nous ne mettons pas en évidence d’évolution majeure entre les deux
populations. En comparant les fréquences alléliques du nuage pollinique, en données haploides,

nous n’observons pas de variation significative avec celles des géniteurs.

I1 ressort que les distributions alléliques entre les deux jeux de données haploides, correspondant
aux nuages polliniques interne et externe, sont trés proches. Le nuage pollinique externe présente
des similarités importantes avec la population parentale. Nous aurions pu nous attendre a
observer des variations plus importantes d’autant que nous pouvions suspecter des croisements
interspécifiques avec E. robusta, trés présent dans la région et dans I'environnement le plus

immédiat du verger.

La stabilité des fréquences alléliques entre les géniteurs et les descendants montre, d’une part, que
nous avons choisi un échantillon représentatif d’arbre-meéres et qu’il confirme le niveau élevé du
brassage génétique observé a partir de 'analyse de paternité. Un nombre plus restreint d’individus
dans la constitution du nuage pollinique aurait entrainé des effets de dérive et se serait traduit par

des modifications dans la distribution allélique.

L’essai de descendances est situé sur la station de Mahela, distante de 120 kilometres du verger a
graines, dans des conditions écologiques différentes (pluviométrie supérieure de 50% et
température moyenne annuelle plus élevée de 4°C). Néanmoins, I'espece est bien adaptée et
montre le niveau de plasticité de Pespece. Le type de dispositif retenu n’est pas suffisamment
robuste pour I'estimation de la valeur génétique des familles. Ceci pose un probléme dans la
mesure ou les vergers a graines sont destinés a plusieurs objectifs, en particulier a estimer les

parametres génétiques pour une meilleure efficacité de la sélection.
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QUATRIEME CHAPITRE - DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

Dans ce chapitre, nous allons d’abord rappeler la problématique de I’étude et les principaux
résultats obtenus, liés a la caractérisation des flux de genes dans le verger a graines d’E. grandis,
par les différentes approches : la croissance et la phénologie de la population parentale, les flux de
pollen potentiels et réels, les conséquences sur la valeur de la variété produite. Nous en déduirons
les implications, tirées des résultats et des discussions, sur la stratégie d’amélioration des espéces
forestieres a Madagascar et les propositions pouvant ¢tre faites pour une meilleure gestion des

vergers a graines

1. RAPPEL DE LA PROBLEMATIQUE

La production de variétés adaptées au reboisement a Madagascar est assurée par les vergers a
graines menés en pollinisation libre. Ils constituent 'outil principal de 'amélioration de plusieurs
especes d’eucalyptus et du maintien de la variabilité génétique des populations d’un cycle a un
autre. Cette approche permet de produire, a moindre cott, des variétés destinées au reboisement
villageois qui constitue une des principales actions dans les stratégies de développement et de

protection de 'environnement.

La qualité des variétés, la stabilit¢ de la production et le maintien d’un certain niveau de
variabilité génétique sont conditionnés par la reproduction panmictique entre les individus.
Malgré les précautions prises lors de I'établissement de la parcelle et durant sa gestion, les facteurs
principaux, sources d’écarts a la panmixie, sont liés a la variabilité intra-spécifique : 1) de la
croissance ; ii) de la phénologie des populations d’amélioration ; iii) et de leur interaction avec
Ienvironnement. I’ensemble caractérise les flux de pollen dans les vergers a graines d’eucalyptus.
En conséquence, lefficacit¢é de la production des vergers s’estime par une meilleure
compréhension de la reproduction au sein de ceux-ci. Elle conditionne la conservation de la
diversité génétique ou, a contrario, la dérive génétique avec des conséquences importantes dans

I'amélioration des espéces.
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2. RAPPEL DES PRINCIPAUX RESULTATS

Les observations sur les géniteurs du verger a graines d’E. grandis conduisent a des résultats
importants sur la compréhension de la reproduction du verger. Nous allons les rappeler

sommairement avant de les discutetr.

Comme pour la croissance, I'espéce montre, au niveau de la floraison, une bonne adaptation aux
conditions écologiques de la zone d’étude. Les provenances originaires des zones a pluies
estivales, caractérisant le climat de Madagascar, sont les plus adaptées au niveau de la croissance
et ont un comportement phénologique particulier. Chaque année, le taux de floraison du verger
est élevé et sa durée est, de facon régulicre, de 'ordre de 3 mois. Plus de 50% des arbres sont en
fleur simultanément sur une période d’'un mois et demi. Ceci est susceptible de contribuer
favorablement au brassage génétique dans le verger. Nous avons mis en évidence, plus
spécifiquement en début et en fin de saison, P'existence de croisements préférentiels potentiels.

Par opposition a celles du sud, les provenances du nord de 'aire naturelle sont plus précoces.

L’analyse de paternité, basée sur les données microsatellites des géniteurs et des descendants,
montre un brassage génétique important dans le verger, avec peu d’autofécondations et peu de
descendants plein-fréres. Ces observations correspondent aux caractéristiques de la floraison,
évoquées précédemment, et aux faibles variations de la variabilité allélique observée entre les
deux générations. En effet, la diversité et les fréquences alléliques sont trés proches entre les deux
générations. Les pertes et les gains alléliques s’équilibrent, ils correspondent aux alléles en
fréquence tres faible dans les populations. Ceci est d’autant plus surprenant que le taux moyen de

pollution pollinique, dans notre échantillon, est de 39%.

Enfin, 'analyse des données de croissance de ’essai de descendances, combinée avec Porigine
5 Y 5
parentale des individus, montre que les effets de la dépression consanguine sont fortement

marqués sur les seuls arbres issus d’autofécondation.
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3. DISCUSSIONS

3.1 CARACTERISTIQUES DE LA POPULATION PARENTALE

3.1.1 Diversité génétique

La population parentale présente une variabilité allélique importante. En ce qui nous concerne,
malgré la sélection et le nombre restreint de géniteurs dans le verger étudié, le niveau de diversité
demeure élevé et il est probablement suffisant pour constituer la population de base de I'espéce
dans le schéma d’amélioration. Il serait intéressant, comme Leite e a/. (1997), de le comparer au
niveau de diversité de I'espece. Avec des marqueurs RAPD, sur un sous-groupe de 74 individus
sur 336 géniteurs constituant leur population de base, ces auteurs ont observé un niveau de

diversité de leur population de base similaire a celui de espece.

La diversité génétique intra population explique pres de 90% de la diversité totale. Ce niveau de
différenciation est similaire aux résultats présentés dans la littérature sur les especes forestieres, en
particulier les eucalyptus, qui présentent des aires de répartition importantes donc des tailles de
population élevées et des systemes de reproduction allogames stricts ou préférentiels (Hamrick ez

al. 1992, Moran 1992, House et Bell 1996).

Le déficit en hétérozygotes dans la population parentale d’E. grandis, par rapport au taux
d’hétérozygotes attendu sous I’équilibre de Hardy Weinberg, est évalué a 9%. L’origine de ces
déviations en hétérozygotes est probablement due a l'effet de Walhund par le regroupement de
plusieurs sous-populations en équilibre ayant des fréquences alléliques différentes. Néanmoins, il

s’agirait de vérifier la présence d’alléles nuls notamment pour les loci Embral3 et Embral9.

3.1.2 Développement et croissance

La variabilité des caracteres de croissance dans la population, y compris ceux liés a la taille du
houppier, s’explique par des effets familles et provenances. Comme 'on montré plusieurs auteurs
(Bouvet et Andrianirina 1990, Huoran e# al. 1994, Lebot et Ranaivoson 1994), les provenances
testées originaires de la région d’Atherton dans le verger se distinguent de celles situées plus au
sud de l'aire naturelle. Les arbres sont plus adaptés et leur croissance supérieure. La variabilité est
plus élevée a lintérieur des populations pour les raisons invoquées précédemment (taux

d’allogamie, taille des populations d’origines).
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Les arbres d’Andranokobaka proviennent d’une introduction plus ancienne. Cette provenance est
constituée par trois familles dont deux sont issues de récoltes effectuées sur des individus
originaires d’Atherton dans un essai antérieur. Le comportement particulier de ces familles
s’explique par lorigine des arbre-meres, les effets de la sélection et de 'hétérosis. Compte tenu de
I'abondance des eucalyptus a Madagascar et de lexistence de croisements interspécifiques
naturels, il est probable que ces familles, produites en pollinisation libre, présentent un certain
degré d'introgression. De la méme maniere que Rockwood et Meskinen (1991), nous pouvons
nous poser la question de 'opportunité de mélanger, au sein d’un verger, des populations ayant

une histoire évolutive différente.

Pour Pensemble des caractéres étudiés, les géniteurs présentent une variabilité phénotypique
importante ayant des conséquences sur larchitecture du peuplement. Les différences de
développement conduisent a la coexistence de plusieurs types d’arbres pouvant correspondre a
autant de groupes de croisements préférentiels et conduire a des biais dans les flux de pollen.
Patterson ef al. (2001), dans un verger a graines d’E. globulus, ont montré que le taux d’allogamie
variait selon le niveau de la canopée et que plusieurs cohortes d’insectes pollinisateurs, n’ayant pas

forcément la méme efficacité pollinisatrice, coexistent dans les houppiers.

3.1.3 Phénologie et pollinisation

Dans les conditions écologiques de notre étude, I'El grandis fleurit au moins des I'age de 9 ans. La
phénologie des eucalyptus est associée au cycle de croissance végétative (House 1997). La
floraison débute lorsque la phase de croissance est moins importante, c’est a dire lorsque les
pluies se sont arrétées depuis un mois et que les températures commencent a devenir fraiches. Le
verger fleurit annuellement sur une période de 4 mois. Le taux moyen de floraison annuel atteint
pres de 85%. Seulement trois arbres sur les 242 du placeau central n’ont jamais fleuri.
I’abondance de la floraison dans le verger, en périphérie des houppiers, constitue un avantage
comparatif pour lattraction des pollinisateurs. Mais elle peut aussi favoriser la population de
prédateurs de Tespéce dont nous n’avons pas révélé la présence (Anderson et Hill 2002,
Herrmann 1984). Nos observations correspondent aux résultats obtenus dans l'aire naturelle
(Florence 1996, House 1997, Law e7 a/. 2000) ou en Afrique du Sud (Hodgson 1976a, Jones et
Staden 2001). IlIs confirment I'excellente adaptation biologique de I'espéce et le bon choix des
provenances au regard des conditions climatiques du site d'étude. Griffin (1980), pour E. regnans,

a montré la régularité annuelle de la dynamique florale et a mis en évidence la variabilité

107



Quatriéme chapitre — Discussions et conclusions

intraspécifique de la dynamique de floraison.

Le pic de floraison du verger (quand plus de 50% des arbres sont en fleur) est relativement étroit
mais dans I'ensemble, les arbres fleurissent pendant quatre mois. Nous avons mis en évidence
Iexistence de familles et de provenances précoces ou tardives, en suggérant un controle
génétique, de la méme maniere que Griffin (1980) pour E. regnans. Cette variabilité intraspécifique
de la floraison, observée annuellement, nous permet de conclure a I'existence probable de
croisements préférentiels au cours du temps. Les provenances d’Andranokobaka et d’Atherton,
les plus adaptées de point de vue de la croissance, sont plus précoces par opposition a celles de
Ravenshoe et de Paluma. Néanmoins, nous n’avons pas observé de relation entre la phénologie et

le taux de contamination pollinique.

Nous avons observé une proportion élevée d’abeille domestique (Apis mellifera) et la présence de
nombreux insectes dont quelques dipteres pollinisateurs. Nos observations ne sont que partielles
et comme le suggere House (1997), il est probable que plusieurs groupes d’insectes se succedent
durant la floraison du verger. A Madagascar, I'apiculture est particulicrement bien développée et
bénéficie, dans la région, des grandes étendues en eucalyptus et en Acacia dealbata. Davis (1997) a
montré que les abeilles étaient préférentiellement attirées par le type de nectar d’E. grandis. Dans
laire naturelle d’E. costata (Horskins et Turner 1999) et d’E. globulus (Hingston et Potts 1998), plus
de cinquante espcces d’insectes différentes ont été observées avec une proportion d’abeilles
domestiques importante (> 60%) introduites en Australie. Elles ont un comportement spécifique
bien connu qui est susceptible de favoriser I'autofécondation, d’autant que chez E. grandis, les
fleurs d’'une méme inflorescence fleurissent de fagon synchrone. Les abeilles se maintiennent sur
la méme source de pollen et de nectar et y reviennent a leur retour de la ruche (Jackson 1996,
Nathan ez a/. 1999). Paradoxalement, plusieurs auteurs ont montré que 'introduction de ruches
dans les plantations ou les vergers a graines augmentait le taux d’allofécondation en particulier
pour E. alba, E. camaldulensis, E. diversicolor, E. globulus, E. nitens que ce soit dans l'aire naturelle
(Moncur et Kleinschmidt 1992, Moncur e al 1993, Moncur et al. 1995)) ou en zone
d’introduction (Hardi et Kanso 1995). Dans ce contexte, I'allogamie serait, en partie, liée a

I’échange de pollen au sein des ruches (Free et Williams 1972, Vaissiere ef al. 1990).

3.1.4 Fructification

Les conditions environnementales du verger sont favorables a une production graini¢re réguliere
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et importante. Dans la zone d’étude, E. grandis fructifie annuellement a I'inverse de nombreuses
especes d’eucalyptus qui pourtant initient des fleurs chaque année (House 1997). Les quantités de
graines viables, par capsule ou par gramme, liées en partie a I'efficacité pollinisatrice des insectes,
sont supérieures a celles de la littérature (Hogdson 1976a, Boland e a/ 1980). Une étude plus
approfondie sur le role de cette efficacité aurait permis de préciser les facteurs principaux
conduisant a nos résultats. En dehors des aspects purement grainiers, House (1997) a montré, sur
E. stellulata, que le ratio capsules sur fleurs varie significativement durant la saison de floraison, et

les valeurs sont les plus élevées quand la présence d’insectes est la plus importante.

Nos résultats pourraient s’expliquer par la proximité des houppiers dans le verger qui semble
favoriser le rendement grainier a travers 'augmentation probable du taux d’allogamie. Burrows
(1995, 2000) montre, pour deux especes différentes (E. albens et E. melliodora), que les arbres isolés
ou situés en forét claire portent des capsules contenant moins de graines et que celles-ci ont un
pouvoir germinatif plus faible par rapport aux graines récoltées sur des individus en peuplements
fermés. Cet auteur explique ces différences par des flux de pollen insuffisants vers les arbres
isolés favorisant I'autofécondation dont la conséquence principale conduit a la diminution du
nombre de graines par capsule et par gramme. Ceci montrant tout l'intérét d’estimer Uintensité de
la floraison et d’¢étudier I'influence de la répartition spatiale des arbres dans le verger sur leur

phénologie.

11 aurait été intéressant de considérer la morphologie des graines et particulicrement leur taille. En
effet Turnbull et Doran (1987), comme Burrows (1995) ont montré que les graines d’eucalyptus
les plus grosses ont un pouvoir germinatif supérieur, une dynamique de germination plus élevée
et que la croissance des plants correspondants était supérieure. De méme chez E. globulus, les
plantules issues des graines les plus petites présentent une proportion plus élevée d’individus

anormaux (Martins-Corder ez a/. 1998).

Le rendement grainier des capsules produites en autofécondation, est significativement plus faible
par rapport aux autres types de croisement. Ceci revient a dire que la contre-sélection des
individus autofécondés est élevée chez E. grandis tout comme chez E. camaldulensis (James et
Kennington 1993). Le taux de remplissage des capsules, en allofécondation par rapport a celui
observé en pollinisation libre, augmente significativement. Pour la plupart des eucalyptus, le
rapport entre le nombre de graines produites sur le nombre total d’ovules augmente de 2 a 6 fois

entre les deux types de pollinisation (Sedgley et Smith 1989, Tibbits 1989, Moncur e# al. 1995).
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Espéces Mode Type de Taille Nombre de Nombre Type de Type de marqueur Taux Taux de Observations
pollinisation peuplement parcelle géniteurs d’individus et descendants d’allogamie contamination
(ha) descendances (%) (%)
Cedrus atlantica ¥’ Anémophile Naturel (90ha) | 5 383 (90ha) 122 (Sha) Régénération Aflp +microsatellite | 98 Distance de pollinisation > 600m
chloroplastique
Pinus abies > Anémophile Verger - 6 clones 60/ 6desc. Embryons Isoenzyme 95-98 10-17
Pinus abies ¢ Anémophile Verger 13,2 2877 (436 /ha) 600-969 Plantule Isoenzyme 99 (96-100) | 63 (55-68) Les variations annuelles sont faibles
1900 (218 /ha) 623-1044 - 76 (70-81)
Total 1233-2013 - 70
Pinus flexilis ! Anémophile Naturel 15 371 518 Embryon Isoenzyme 6,5 Distance pollinisation >800 m, 130
m moyenne
Panmixie si 15 ha
Pinus contorta 3 Anémophile Verger 4,4 1758 (39 clones) | 31-58/15 desc. Embryons Microsatellite 98 5 Forte variabilité du succes
chloroplastique reproducteur des males
Pinus pinaster > Anémophile Verger - 320 309 Plantule Microsatellite - 36 (19-76)
chloroplastique
Pinns massoniana > Anémophile Verger - 58 - - Isoenzyme 28 (21 contre 39 en
périphérie)
Pinus sylvestris > Anémophile Verger 16 34 340 Embryons Isoenzyme - 30
Pinus sylvestris 2! Anémophile Verger 12,5 39 3 Embryons Isoenzyme 95,7 36
16 96,1 21
Pinus sylvestris % Anémophile Naturel - - 910 Embryons Isoenzyme 94 -
Verger 1567 98
Pinus taeda » Anémophile Verger (2) 2 301 (23 clones) 100/36 desc. Embryons Isoenzyme 98,8 - Pas de différence entre verger ni
2 300 (27 clones) entre les 3 années de récolte
Pinus thunbergii ° Anémophile Verger 16 clones 96 Graines Rapd 98 4 2 clones 50 % des descendants, 7
clones ne participent pas
Pas de panmixie
Psendostnga menziessi \° Anémophile Verger (5) - 480 (20 clones) - Graines Microsatellite 94 (81-100) | 40
chloroplastique
Psendostuga menziessi % Anémophile Verger 20 417 (25 clones) 200/an (4 Embryons Isoenzyme - 48 (42-61/an) Pas de variation annuelle

récoltes)
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Ces résultats s’expliquent de différentes manicéres. En croisement controlé, le stigmate est saturé
en pollen ne provenant que d’un seul individu. En pollinisation libre, la fleur est susceptible de
recevoir des quantités différentes de pollen d’origines diverses (autopollen, allopollen d’un ou
plusieurs donneurs). Les mécanismes d’auto-incompatibilité et de compétition inter-pollinique
conduisent a la diminution du rendement grainier (Mitchell 1997, Cowan ez a/. 2000, Quesada ez
al. 2001). En dehors des mécanismes pré-zygotiques, d’autres phénomenes sont mis en jeu apres
la fécondation. Pour E. regnans, Sedgley et al. (1989) ont suggéré I'existence d’interactions entre les
embryons pour les ressources maternelles jusqu’a la maturité des graines. Moran et Brown (1980)
ont fait I’hypothese que les graines, a lintérieur d’'une méme capsule, ne conservent pas

forcément le méme pouvoir germinatif suivant leur origine : allopollen ou autopollen.

En conclusion, nous pouvons considérer qu’E. grandis est bien adapté a la station et que les
conditions environnementales sont favorables a son développement. Mais certains éléments, liés
a la croissance et a la phénologie, sous 'influence de l'origine géographique ou des effets de la
sélection et du voisinage probablement, laisseraient supposer lexistence de flux de pollen

préférentiels conduisant a des déviations par rapport au modele de la panmixie.

3.2 CONSEQUENCES DES FLUX DE GENES DANS LE VERGER

Le tableau 40 présente les caractéristiques et les résultats d’études antérieures réalisées chez les
angiospermes ou chez les gymnospermes en mati¢re de régime de reproduction. Les résultats
présentés concernent les taux d’allogamie, les taux de pollution pollinique dans les vergers a
graines et les distances de migration du pollen intra- et inter-populations. Les méthodologies, les
marqueurs et les échantillons sont inévitablement différents. Toutefois, les résultats permettent

de dégager quelques généralités que nous présenterons au fil de la discussion.

Avec les marqueurs enzymatiques, la démarche utilisée est basée principalement sur I'approche
«allele rare » ou sur I'approche multilocus qui prend en compte les différences de fréquences
alléliques entre le verger et un échantillon de sa descendance (Friedman et Adams 1985a, Ritland
et Jain 1981, El-Kassaby ez 2/ 1989). Les études plus récentes reposent sur les marqueurs
microsatellites associés a une analyse de paternité par exclusion génétique, approche toutefois
développée a partir des marqueurs enzymatiques (Devlin et Ellstrand 1990, Adams 1992, Dow et
Asley 1996, Streiff e al 1999). Nos travaux confirment la pertinence des marqueurs

microsatellites pour la recherche de paternité.
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Tableau 40. Revue des études relatives aux flux de génes - Partie 2 : Résultats sur les Angiospermes (sauf eucalyptus)

Espéces Mode Type de Taille Nombre Nombre Type de Type de Taux Taux de Observations
pollinisation peuplement parcelle géniteurs d’individus et descendants marqueur d’allogamie contamination
(ha) descendances (%) (%)
Carapa guianensis > Inconnu Naturel - 15 arbres/ha | 20/20 desc. Embryons Isoenzyme 97-99 - -
Carya illinoiensis 7 Anémophile Verger - 12 150 - Isoenzyme 100 - -
Caryocar brasiliense ' Entomophile Naturel 30 - 600 Graines 40 Microsatellites 100 - -
descendances
Cecropia obtusifolia '* Anémophile Naturel 8,6 47 males 1200 30 descendances Isoenzyme - 37 Distance de pollinisation importante
41 femelles graines
Cordia alliodora 3 Entomophile Naturel 6 123 50 desc. Plantule Isoenzyme 97 (40-100) Variation annuelle du taux
d’allofécondation
Dinizia excelsa ® Entomophile - - - - - Microsatellite - - Distance de pollinisation maximale de
3,2 km
Dryobalanops aromatica | Entomophile Naturel - 15 arbres/ha | 35240 Embryons Isoenzyme 92 - Développement floral perturbé,
Naturel exploité | - 7 arbres/ha embryons par 77 probléme de synchronisme,
Plantation 200 16 arbres/ha | arbre-meres 66 population de pollinisateurs
Verger a graines | 2 ha 20 arbres/ha 55 insuffisante
Enterolobinm cyclocarpum > | Entomophile Naturel exploité | 10 11 50/5 desc. Plantules Isoenzyme 72 Grand nombre de géniteurs males par
(3 récoltes) femelle
Magnolia obovata Entomophile Naturel 69 83 91 Régénération Microsatellite 40 Distance de 540 m par le pollen et de
264m par les graines
Metrosideros excelsa Oiseaux Naturel 150-200 15/15 desc. Plantules Isoenzyme 22-53 - -
Neobalanocarpus heimii > | Entomophile Naturel 42 30 250 Jeune semis Aflp 90 28 19/30 péres participent
Régénération 100 500 m
Pithecellobinm elegans * Naturel - 28 - Descendances Microsatellite - 29 Déséquilibre :142 identifiés dont 10
dégradée peres dominants
Quercus macrocarpa ' Anémophile Naturel 5 62 94 sapling Régénération Microsatellite 100 66 29% meres
naturelle 25% peres
Quercus macrocarpa 3 - - 62 282 3 descendances Microsatellite 100 62 Pas d’effet distance, 38 peres
75 m en moyenne
Quercus robur © Anémophile Verger - - 180/3 desc. Plantules Microsatellite 100 70 Croisements préférentiels
Quercus robur et Anémophile Naturel 58 296 984/13 desc. Plantules Microsatellite 95 65 1-15 desc/pére
Q. petraea® 69 Effet distance et direction significatif
Rhododendron metternichii 3' | Entomophile Naturel 1 18 216/5 fruits Plantules Microsatellite - 20-30 Composition paternelle tres variable
d’un arbre a 'autre
Sorbus terminalis ' Naturel - 169 20- Plantules Microsatellite - 43 36% pollen émis a plus d’un kilometre
100/15desc.
Vonacapona americana Entomophile Naturel - Estimation - - Microsatellite - - > 100 m
par Fsr Faible dispersion des graines
Zwitenia bhumilis 1 Entomophile Naturel dégradé | - 180 34 desc. Plantules Microsatellite - - Grandes distances de pollinisation
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3.2.1 Régime de reproduction

Nous avons montré qu’'E. grandis présente un régime de reproduction mixte a dominante
allogame. C’est une caractéristique générale des eucalyptus (Moran 1992). Les résultats en
pollinisation libre, que nous avons présentés, sont intermédiaires entre la production en
autofécondation et en allofécondation stricte. Toutefois, ils suggerent un taux d’allogamie
important dans le verger. La littérature indique plusieurs résultats similaires que ce soit sur
E. grandis (Hogdson 1976a), E. regnans (Eldridge et Griffin 1983) ou sur E. globulus (Hardner et
Potts 1995).

Le taux d’autofécondation, estimé a 3%, est équivalent, voir inférieur, a ce qui est observé dans
les peuplements artificiels et plus spécifiquement dans les vergers a graines (Moran et Brown
1980, Yeh et al. 1983). Chez les eucalyptus, la synthése des résultats dans ce domaine, présentée
en introduction, montre que la contre-sélection envers les individus autofécondés s’exprime a
différents niveaux depuis la fécondation jusqu’a la croissance au champ. Ses effets principaux
conduisent a la diminution du nombre de fruits produits, du remplissage des capsules et a
I'augmentation du taux de plantules anormales. Nous discuterons, plus loin, des implications de

ces éléments.

Le taux élevé d’allofécondation dans le verger est certainement la conséquence de plusieurs
facteurs. En dehors de la variabilité phénologique observée au cours du temps, les arbres
fleurissent en masse sur une période déterminée. Ceci augmente la concentration en insectes et
favorise la pollinisation et probablement I'allogamie. Le dispositif de ces parcelles est élaboré et
conduit dans le but d’obtenir un peuplement équienne, correspondant a un ensemble d’individus
de taille homogene. En conséquence, nous pouvons considérer que les éclaircies sélectives,
conduisant a homogénéiser le phénotype des arbres, contribuent indirectement a favoriser
I'allogamie et le brassage génétique. Au niveau individuel, la présence simultanée d’un grand
nombre d’arbres en fleur augmente le rapport entre allopollen et autopollen et ce d’autant que la
densité d’arbre est élevée. Dans ce cas, pour les pollinisateurs qui dans un souci d’efficacité
recherchent a limiter leurs déplacements, le cott ces derniers entre deux individus est équivalent a
ce quil est sur un seul arbre. En revanche, si les distances entre les individus sont plus
importantes, les insectes restent préférentiellement sur la source et 'exploitent au maximum en

favorisant 'autogamie (House 1997).
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Tableau 40. Revue des études relatives aux flux de génes - Partie 3 : Résultats sur les eucalyptus

Espéces Mode Type de Taille Nombre Nombre Type de Type de Taux Taux de Observations
pollinisation peuplement parcelle géniteurs d’individus et descendants marqueur d’allogamie | contamination
(ha) descendances (%) (%)
Eucalyptus delegatensis Entomophile Naturel - - 10/30 Plantules Isoenzyme 66-85 - Contre-sélection des individus auto-
(3 récoltes) fécondés durant la maturation des graines

Eucalyptus globulus > Entomophile Naturel fermé - - 8 desc. Plantules Isoenzyme 99 - -

Naturel ouvert 75

Arbre isolé 50
Eucalyptus globulus * Entomophile 2 populations | 13 desc. Adulte - 69 - Taux d’allogamie estimé a partir de la

comparaison des caractéres de croissance
en auto- et en allofécondation

Euncalyptus grandis ** Entomophile Verger - - 40 Plantules Isoenzyme 87 - Taux de consanguinité de 0,07
Eucalyptrus leucoxylon *° Entomophile, Plantation 100 1000 20 desc. Plantules Isoenzyme 82
oiseaux
Eucalyptus marginata 3 Entomophile Naturel 4 populations | 18/40 desc. Plantules Isoenzyme 71, 80, 81,92 | -
Euncalyptus pellita > Naturel 3 populations | 5/27 desc. Plantules Isoenzyme 45,49,73 -
Euncalyptus pulverulenta 3 Naturel 3 populations | 20/44 desc. Plantules Isoenzyme 48, 65,98 - Aire naturelle disjointe
Eucalyptus rameliana > Oiseaux Naturel - 4 populations | 15-20/54 desc. | Plantules Isoenzyme 54, 86, 95, 96 | - 1 population avec peu de pollinisateurs
Euncalyptus regnans 3 Entomophile Naturel - 41 10/41 desc. Plantules Isoenzyme 73 - -
Verger 2.4 10 20/81 desc. Plantules 91
Encalyptus regnans * Entomophile Naturel 2 populations Arbre adulte Isoenzyme 81 Forte variation individuelle
Eucalyptus regnans ¥ Entomophile Naturel 2 populations | 13 desc. - 56 ala Estimation / caractéres de croissance en
plantation auto- et allofécondation
83 a15ans
Eucabyptus urophylla *' Entomophile Plantation 121 24/11 desc. Plantules Rapd 93
Aflp 89

On entend par taux de contamination dans les peuplements naturels, le taux de pollen venant de 'extérieur par rapport a I’échantillon d’étude, ce terme n’a pas forcément la méme signification pour les vergers a graines

1: Dow et Ashley 1996, 2 : Streiff ez al. 1999, 3 : Dutech e al. 2002, 4 : Chase ¢z al. 1996, 5 : Huanlin et Tianhua 1997, 6 : Buiteveld 2001, 7 : Isagi e# a/. 2000, 8 : Dick 2001, 9 : Goto ez al. 2002, 10 Stoehr e al. 1998, 11 : Schuster
et Mitton 2000, 12 Konuma ¢ 2/ 2000, 13 : Dow et Ashley 1998, 14 : Kaufman ef a/. 1999, 15 Collevatti ez a/. 2001, 16 : White e# al. 2002, 17 : Riiter ef al. 2000, 18 : Oddou-Muratotio e# a/. 2001, 19 : Lee 2000, 20 : Wang ¢t a.
1991, 21 : El-Kassaby e# a/. 1989, 22 : Paule ¢f a/. 1993, 23 : Adams ez al. 1997, 24 : Sato et Mori 1996, 25 : Friedman et Adams 1985b, 26 : Hall e# a/. 1994, 27 Schmidt-Adam ez a/. 2000, 28 : Plomion ez a/. 2001, 29 : Muona et
Harju 1989, 30 : Hardner ¢# a/. 1996, 31 : Kamemaya ez a/. 2000, 32 : Moran et Brown 1980, 33 : Stoehr et Newton 2002, 34 : Apsit ez a/. 2001, 35 : Boshier ¢z al. 1995, 36 : Sampson e/ al. 1995, 37 Millar ez al. 2000, 38 : Peters ¢z al.
1990, 39 : House et Bell 1996, 40 : Ellis et Sedgley 1993, 41 Gaiotto ez al. 1997, 42 Griffin ef al. 1987, 43 : Hardner et Potts 1997 , 44 Griffin et Cotteril 1988, 45 : Moran ez al. 1989, 46 : Pakkanen ez a/. 2000, 47 : Lourmas 2001
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3.2.2 Contributions des géniteurs au nuage pollinique

Nous avons montré, sur trois années, que la dynamique de floraison était stable d’une année a
l'autre. Malgré I'absence d’observations sur la floraison de 1997 qui concernent les descendances

étudiées, nous pouvons confronter les résultats d’analyse de paternité avec ceux de la phénologie.

La composition du nuage pollinique des arbre-meres, quiil soit potentiel (basé sur les
observations phénologiques) ou observé, différe d’un arbre a autre. Mais, en définitive, plus de
la moitié des géniteurs contribue au nuage pollinique observé a partir de 724 individus issus des
30 arbre-meéres. Le maintien de la diversité allélique entre les deux générations est en relation
directe avec le brassage observé. Pour la plupart des arbres-meéres, le nombre de géniteurs males
est proche du nombre de descendants. En d’autres termes, les contributions individuelles
paternelles difféerent peu et, a quelques exceptions pres, nous n’avons pas observé de déséquilibre
important dans la constitution du nuage pollinique. Pourtant, le verger a graines est constitué par
du matériel génétique peu ou pas domestiqué présentant une forte variabilité des caracteres de
croissance et de phénologie. Dans ce cas, nous aurions pu nous attendre a des biais relativement
plus important remettant en question le schéma d’amélioration retenu. Les contributions relatives
des provenances et de certaines familles du verger différent sensiblement, probablement, a cause
de la proportion plus importante, dans notre échantillon, d’arbre-meres de la provenance
d’Andranokobaka. Nous avons vu, pour ces géniteurs, que les probabilités de croisement intra

provenance étaient plus élevées en début de saison et inversement pour d’autres en fin de saison.

La randomisation géographique des génotypes dans le verger et lactivité des insectes
pollinisateurs ont des conséquences majeures sur le brassage génétique observé. L’origine du
pollen semble géographiquement aléatoire et il n’y a pas de croisements préférentiels entre
voisins. Il serait intéressant d’effectuer un controle dans un essai basé sur des parcelles unitaires
en placeau ou les plus proches voisins sont apparentés. La proximité des houppiers, I'architecture
des fleurs, le caractére collant du pollen des eucalyptus a son émission et les échanges de pollen a
lintérieur des ruches conduisent, probablement, a ce que les insectes déplacent, simultanément,
des pollens d’origines paternelles diverses. Vaissicre ef a/. (1996) ont fait hypothese, sur des
especes entomophiles, qu'une part du pollen pouvait atteindre les stigmates par voie aérienne du

seul fait du pollen émis dans lair par les insectes pendant leur déplacement.
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Les especes anémophiles, comme les pins et les chénes, présentent des flux de genes élevés et des
distances de pollinisation importantes. Les flux de genes, chez les angiospermes, dépendent du
vecteur de pollinisation. Nous constatons que les abeilles domestiques, souvent le principal
pollinisateur décrit, conduisent a des flux de pollen élevés et a des déplacements sur de longues

distances.

3.2.3 Taux de contamination pollinique

La part, dans la descendance, du pollen extérieur au verger est de 39% et nous n’avons pas
observé de relation entre les taux individuels de contamination et la position des arbres dans le
verger. Ces flux de pollen ont un impact important sur 'efficacité de la stratégie d’amélioration au
moyen de vergers a graines. La contamination pollinique compromet la qualité et la stabilité de la
variété produite. Avec une contamination pollinique de 100%, les gains génétiques attendus sont
diminués d’au moins 50%. Ils le sont encore plus fortement si la contamination provient

d’individus mal adaptés.

Les dimensions du verger sont, sans aucun doute, a mettre en cause car les distances de
pollinisation observées sont équivalentes aux distances potentielles compte tenu de la taille de la
parcelle. La premiére précaution consiste a isoler au mieux les vergers a graines, mais notre
expérience montre que les distances de pollinisation pouvaient étre importantes et que les
eucalyptus sont omniprésents a Madagascar. Par rapport au type de dispositif, lié a notre stratégie
d’amélioration et pour des raisons évidentes d’efficacité de la sélection, il n’est pas envisageable
de produire les variétés en dehors des zones d’utilisation. Il s’agit donc de sélectionner les
individus en fonction de leur phénotype et de leur croissance, 'ensemble étant, en partie,
Iexpression des valeurs génétiques dans un environnement donné. A moins d’utiliser des vergers
a graines de clones sélectionnés, nous pourrions installer ces vergers dans les zones ou les
eucalyptus sont plus rares. Les efforts pour isoler au mieux les vergers a graines de la
contamination pollinique n’ont pas donné de résultats probants et nous allons voir qu’ils sont

souvent importants.

Les études sur les vergers a graines ont essentiellement concerné les espéces résineuses
anémophiles avec les marqueurs isozymes. Les taux de contamination varient de 5 a 80% selon
les especes et les vergers, mais ils sont globalement élevés. Stoehr et Newton (2002), dans un

verger a graines de Pinus contorta, annoncent un taux de 5%. En revanche, Adams ez a/. (1997), sur
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le méme type de parcelle, mais pour Pseudotsuga menziesii, ont obtenu des taux de contamination
annuels compris entre 42 et 61%. Ces mémes auteurs n’ont pas observé de variation inter
annuelle significative malgré I'accroissement de la production de pollen lié avec I’age du verger.
Buiteveld ez a/. (2001), dans un verger a graines de clones de chéne pédonculé, observent un taux
de pollution de 70%. En peuplements naturels, méme si 'on ne peut pas parler de pollution
pollinique, la plupart des travaux montre que les distances de pollinisation sont importantes que
ce soit pour les especes anémophiles ou entomophiles. Dans un verger d’E. nitens, Grosser et al.
(2001) ont estimé un taux de contamination pollinique de 5% mais aucun détail sur la parcelle
d’étude ni sa localisation n’ont été fournis. Néanmoins, les recherches menées pour simplifier et
diminuer les couts de production en mati¢re de croisements controlés (Harbard e a/ 1999,
Williams ef a/. 1999) laissent suggérer que les probléemes de pollution pollinique sont réels. En
définitive, les auteurs s’accordent pour dire que les valeurs de pollution pollinique peuvent
atteindre des valeurs élevées, quel que soit le vecteur de pollinisation, et que les flux de geénes

observés peuvent correspondre a des distances de pollinisation importantes.

Dans notre cas, 'hypothéese la plus vraisemblable est celle de la contamination pollinique par
E. robusta, Tespece est la plus représentée dans la zone du verger. Les travaux de pollinisation
controlée ont montré que le pollen de cette espece pouvait féconder les fleurs d’E. grandis et
conduire a la production d’individus hybrides. Les fleurs d’E. mbusta sont 4 a 5 fois plus grosses
et espece n’est pas classée comme mellifere. Probablement, les insectes pollinisateurs sont
différents pour ces deux especes. Cependant, la gamme et les fréquences alléliques du nuage
pollinique externe sont similaires a celles de la population parentale. Si les marqueurs
microsatellites ont la particularité d’étre développés pour une espéce et d’étre potentiellement
transférés vers d’autres (Byrne ez al. 1996, Streiff ez al. 1998, Rosseto ez al. 2000), nous avons
constaté qu’il est généralement nécessaire de modifier le protocole d’amplification ou de
révélation. Or, nous n’avons rencontré aucun probleme de révélation. D’autre part, la
morphologie des individus issus de paternité externe est trés semblable a celle des individus issus
du verger et aucun caractere hybride n’a été observé. Nous pouvons conclure au fait que sur
notre échantillon de descendants nous ne mettons pas en évidence de parenté lice a E. robusta.
Pour confirmer notre argumentation, il faudrait « génotyper », avec les mémes marqueurs, une
population représentative d’E. robusta. Ce qui nous permettrait de controler la qualité des
amplifications et dans laffirmative de comparer la variabilité allélique de cette espece avec celle

du verger d’E. grands.
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Figure 51.  Vue partielle de la zone du verger a graines
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Compte tenu de ces éléments, nous suggérons que le pollen externe provient de la parcelle
d’E. grandis voisine située a 400 metres (figure 51), qui est constituée par 12 familles originaires de
4 provenances (Andranokobaka, Atherton, Ravenshoe et Paluma), dont 6 sont communes avec le
verger. En conséquence, il y a de forte chance pour que la floraison de cette parcelle soit
simultanée et que les insectes pollinisateurs solent les mémes. Enfin, la diversité allélique du
nuage pollinique exogene suggere que le nombre d’individus y contribuant est probablement

équivalent a celui que nous avons estimé dans le nuage pollinique interne.

4. CONCLUSIONS

L’ensemble des éléments que nous venons de discuter nous permet de suggérer, en faisant un
certain nombre d’hypotheses, que le régime de reproduction du verger est favorable au brassage
génétique et qu’il tend vers le modele théorique de la panmixie. Nous allons décrire dans cette

partie les différentes implications que nous pouvons tirer de notre réflexion.

4.1 APPLICATIONS DIRECTES DES RESULTATS

4.1.1 Sur le programme d’amélioration

Notre échantillon de descendants est le résultat des croisements entre les 30 géniteurs femelles et
les 197 géniteurs males, sur un total de 349 individus, contribuant individuellement peu et de
fagcon équilibrée. Dans chaque descendance, la proportion entre le nombre de plein-fréres et
d’individus autofécondés par rapport aux individus issu d’allofécondation strictes est faible. Dans
ces conditions, la descendance du verger est constituée principalement par des familles de demi-
fréres et nous pouvons considérer comme valides les modeles classiques de génétique

quantitative adaptés aux descendances de demi-freres.

La diversité du nuage pollinique suggere l'inexistence ou de faibles niveaux d’incompatibilité
entre les géniteurs quelle que soit leur origine. En conséquence, un arbre donné dans le verger est
pollinisé par un nuage pollinique constitué¢ par un nombre important de donneurs correspondant
a un « polymix » (Plomion ez a/ 2001, Lambeth ez a/ 2001). Dans ce contexte, nous devrions
améliorer Pestimation des aptitudes a la combinaison des géniteurs et des héritabilités en

augmentant les effectifs des descendances de demi-freres.
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4.1.2 Sur la qualité et la stabilité de la variété produite

La sélection effectuée dans la parcelle, le taux élevé de floraison et la présence d’une population
importante d’abeille domestique expliquent, en grande partie, les caractéristiques observées du
brassage dans le verger. En raison de la stabilité de la floraison, celles-ci varient probablement
peu d’une année sur lautre. En conséquence, nous pouvons estimer que la valeur de la variété

produite est potentiellement stable d’une saison a une autre.

Les individus autofécondés subissent les effets de la dépression consanguine qui se manifestent
par une croissance significativement plus faible par rapport aux descendants des croisements
demi-fréres et plus encore par rapport aux individus issus d’allofécondation stricte. Nous
pouvons considérer, sans aucune sélection volontaire, que les individus autofécondés, en faible
fréquence dans les descendances, n’alterent en rien la valeur de la variété. En effet, dans les
conditions habituelles de plantation, s’ils ne sont pas éliminés par les tris successifs en pépinicre
volontairement ou non, ces arbres sont rapidement dominés sans pour autant altérer la
production de la parcelle, 'espace libéré étant rapidement occupé par les plus proches voisins.
Dans ce contexte, ces arbres ont de forte chance de dépérir ou d’étre peu représentatifs dans la
constitution du nuage pollinique s’ils atteignent ’age de maturité sexuelle. Quand bien méme ils
participeraient a la reproduction, I’hétérozygotie serait restaurée dés la génération suivante, mais

ils contribueraient a augmenter, dans la population, la fréquence des alléles déléteres.

Les descendants de croisement entre demi-fréres renferment probablement une proportion
d’individus de croisement entre pleins-freres. Ils sont en proportion non négligeable dans la
descendance du verger mais leur croissance n’est pas significativement affectée et la qualité de la
variété n’est donc pas influencée. Néanmoins, au fil des générations, ces individus contribuent a
augmenter le taux de consanguinité dans la population. En conséquence, comme le schéma
d’amélioration le permet, nous insistons sur I'importance du brassage au cycle d’amélioration

suivant entre les différentes populations produites par les vergers d’'une méme espece.
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4.2 PROPOSITIONS POUR UNE MEILLEURE GESTION DES VERGERS A GRAINES

4.2.1 Précautions pour les récoltes de graines

La variabilité de la phénologie a l'intérieur du verger explique, en grande partie, les résultats de
notre étude. Nous avons confirmé, avec I'appui de I'analyse de paternité basée sur les marqueurs
microsatellites, nos hypotheses par rapport a la qualité de la reproduction du verger. Ceci conduit
a plusieurs suggestions pratiques sur la méthodologie a appliquer pour la récolte de graines dans

le verger.

- Les assemblages de plusieurs années de production ne sont pas nécessaires. En faisant
I’hypothese que la durée de maturation des fruits est la méme pour tous les arbres et quelle
dépend essentiellement des conditions bioclimatiques, la floraison régulicre et établie d’E. grandis
dans la région permet de récolter le verger en une seule opération. Le brassage observé montre
qu’il n’est pas nécessaire d’effectuer des assemblages de plusieurs années de production comme
nous aurions pu le suggérer avant cette é¢tude. Si ces observations sont vérifiées, pour 'ensemble
des especes concernées, le tout contribue a faire des économies, non négligeables, de gestion, de

stockage et a diminuer les risques d’erreur d’étiquetage, d’identification, ez.

- Effectuer des pesées de capsules et poursuivre les tests de germination. Dans Iéchantillon

étudié, la variabilit¢é du nombre de capsules par kilogramme s’explique par les effets de la
structuration de la population parentale. Celle-ci dépend de lorigine géographique des
provenances et particulicrement au comportement des provenances d’Andranokobaka et
d’Atherton. Cette variabilité n’est pas sans conséquence quand il s’agit d’établir des régles simples
pour constituer les variétés a partir des différents lots récoltés. En dehors de la provenance
Paluma qui pose un probleme général et qui devrait étre éliminée du verger, le nombre de graines
viables par kilogramme de capsules varie peu. En conséquence, la simple pesée des capsules avec
les résultats des tests de germination habituellement effectués, permettraient d’équilibrer les

contributions maternelles pour la constitution de la variété.

- Effectuer une récolte sélective des arbres en fonction de leur phénologie. Nous recommandons

aussi de généraliser, sur I'ensemble des vergers malgaches, les observations individuelles de la
phénologique sur une durée de 2-3 ans. Cette opération ne demande pas de lourds
investissements dans la mesure ou une équipe est basée en permanence sur les sites de

production. L’objectif est de déterminer la variabilité intra-spécifique de la floraison, que ce soit
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au niveau individuel, au niveau familial ou au niveau de l'origine géographique. Ceci conduisant,
avant récolte, au classement des arbres selon qu’ils fleurissent marginalement (groupe 1), sur
toute la saison (groupe 2) ou plus spécifiquement durant le pic de floraison du verger (groupe 3).
Dans cette configuration, seuls les individus du troisiecme groupe sont récoltés pour constituer la
variété. Ceux du premier groupe seront éliminés lors de la premicre éclaircie. Ceux du deuxieme
groupe ne seront pas récoltés car ils sont susceptibles de capter plus de pollen externe en période
marginale mais ils contribuent, cependant, a la génération suivante en tant que géniteurs males et

ils permettent de densifier le peuplement.

- Appui du laboratoire de biologie moléculaire local. I.a mise en place prochaine d’un laboratoire

de biologie moléculaire a Madagascar nous permettra de vérifier certaines des hypotheses que
nous avons faites. Il s’agit de venir en appui aux observations phénologiques par Iestimation du
brassage génétique dans un verger quelconque. Le nombre de marqueurs microsatellites
développés pour les eucalyptus, plus spécifiquement sur E. grandis et E. urophylla, est en nette
progression (Nest 2000, Steane et al/ 2001, Brondani e al 2002). Au préalable, il convient
d’adapter quelques-uns de ces marqueurs aux especes concernées. Ensuite, la procédure
consisterait a récolter deux a trois descendances dans les vergers et a acquérir, sur une
cinquantaine de demi-fréres, les données moléculaires pour un ou plusieurs locus retenus pour
leurs niveaux de polymorphisme spécifique a l'espece. Nous obtiendrons une indication,
sommaire mais certainement suffisante, du brassage dans le verger par le nombre d’alleles
paternels observés par famille et pourrons généraliser, ou non, nos résultats a une partiec ou a

I'ensemble du dispositif.

4.2.2 Méthodes pour limiter le taux de contamination pollinique

L’interprétation de nos résultats montre que le nuage pollinique externe provient de la parcelle
d’E. grandis voisine. Pourtant, la parcelle la plus proche est constituée par E. robusta et cette espéce
est omniprésente dans la zone d’étude. En d’autres termes, les probabilités de contamination
pollinique par cette espéce sont plus élevées. Ceci voudrait dire que le brassage dans un verger
d’E. grandis, en pollinisation libre, n’est pas forcément perturbé par la présence de I'E. robusta,
compatible avec E. grandis, pourtant abondant dans le voisinage. Si les hypothéses émises
précédemment sont levées, nous pourrons conclure, au moins pour ces deux especes, que la
proximité entre deux vergers n’est pas forcément source de flux géniques interspécifiques. Dans

ce cas, les régles de mise en place des vergers dans les zones de production grainieres pourront
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étre simplifiées et conduiront a faciliter la gestion de 'espace. Dans le cas inverse plusieurs

options sont proposées :

- Eliminer le verger contaminant. Dans ce cas, ne risque-ton pas de favoriser ’apparition d’autres
Eliminer le verger contaminant ,

sources de pollen externe ?

- Installer des vergers de tailles plus importantes en désignant une zone centrale de récolte et une

zone tampon. ILa constitution et la gestion devront étre homogenes sur 'ensemble, entrainant des
besoins en matériel végétal et des couts plus élevés pour une production qui ne sera pas

forcément améliorées car les distances de pollinisation sont élevées.

- Délocaliser la production de graines sur d’autres sites. Le choix des provenances basé sur les

conditions écologiques et climatiques de la zone de plantation conduit a une adaptation
globalement bonne des différentes populations. La délocalisation des vergers a graines
s’accompagne de nouvelles contraintes liées aux interactions génotype-environnements, qu’il
s’agisse, par exemple, de 'absence de certains pollinisateurs, de I'effet de la température sur les

cycles phénologiques, sur la durée de maturation des graines, de problemes phytosanitaires, efz.

- Effectuer des plantations, avec une espéce non compatible, dans la périphérie des vergers. Cette

opération augmenterait considérablement les cotts de production. D’une maniere plus réaliste, si
plusieurs essences sont concernées et adaptées a telle ou telle condition bioclimatique, il s’agirait
de planter une mosaique de verger pour des especes ne s’hybridant pas entre elles. Ceci suggere
Iexistence et la disponibilité de terrains suffisamment grands et homogenes. Néanmoins, il faut
avoir les informations préalables sur les périodes respectives de floraison. L’occurrence des
especes dans l'aire naturelle conduit a des décalages phénologiques sous controle génétique qui

ont de forte probabilité pour se reproduire en zone d’introduction.

- Effectuer des croisements contrélés et adapter les nouvelles techniques de pollinisation mises au

point. Effectuer le tri des plants avant la plantation sur la base de leur données moléculaires et
des résultats d’analvse de paternité. Compte tenu des colts de ce genre d’opération et des
des resultats danalyse de paternite p g p

résultats parfois décevants des croisements controlés, ces options ne sont pas généralisables a la
production en masse. Toutefois, les croisements controlés peuvent s’envisager pour la production

de population d’amélioration de génération suivante.
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4.3 CONCLUSIONS SUR L’USAGE DES VERGERS A GRAINES A MADAGASCAR

Pour conclure, les vergers a graines en pollinisation libre constituent un outil classiquement utilisé
en amélioration génétique. Ils permettent de conduire simultanément plusieurs objectifs et donc
de minimiser les cotts liés a la conduite des programmes d’amélioration des especes forestieres.
En dépit de I'importance de la croissance des eucalyptus, les cycles d’amélioration sont longs et ils
nécessitent de mobiliser du terrain sur des périodes importantes et d’assurer un entretien

minimum destiné a assurer leur pérennité dans un environnement difficile et peu controlé.

A Madagascar, les différents dispositifs élaborés pour les vergers a graines aboutissent, en fin de
sélection, au cas de figure illustré par le verger a graines étudié, a la différence pres que la surface
des vergers se situe entre 1 et 4 hectares. A condition de limiter la pollution pollinique, et en
respectant nos recommandations pour la sélection des porte-graines, cette étude montre que ce
genre de dispositif est particulierement adapté pour la production, a moindre cott, de semences
améliorées sans avoir besoin d’intervenir au moment de la pollinisation. En conséquence,
I'ensemble des résultats permet, avec quelques informations complémentaires a recueillir,
d’asseoir les choix retenus pour la stratégie d’amélioration menée a Madagascar sans avoir
recours, a nouveau, a de lourdes approches basées sur les marqueurs moléculaires qui ne sont pas

encore utilisés en routine.
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FOCUS / MADAGASCAN AFFORESTATION

RESUME

PRODUCTION DE SEMENCES POUR
LES REBOISEMENTS MALGACHES

Etant donné la faiblesse et la régres-
sion de la couverture forestiére, I'ac-
croissement de la demande en bois et
la fragilité des sols a Madagascar, les
plantations forestiéres sont néces-
saires au développement de l'ile. Les
plantations en eucalyptus et en pins,
dont ’adaptation aux différentes
conditions bioclimatiques est remar-
quable, satisfont aux enjeux de pro-
duction et de protection de I’environ-
nement. Aujourd’hui, la tendance
s’oriente vers le reboisement en mi-
lieu paysan. Le FOFIFA, avec 'appui
du CIRAD-Forét, s’est donné de nou-
veaux objectifs de recherche. Les ser-
vices forestiers ont favorisé le déve-
loppement de ce secteur en mettant
en place le Silo national des graines
forestiéres (SNGF), dont le mandat
principal est de diffuser des se-
mences de qualité. Les travaux de re-
cherche forestiére de ces vingt der-
niéres années ont permis de porter a
180 ha la surface du réseau national
de production en graines. Celui-ci ap-
provisionne le marché national en es-
péces exotiques a travers le SNGF qui
diffuse directement les obtentions is-
sues des recherches. Parallélement,
le gouvernement malgache a renforcé
'impact de cette filiére semenciére en
normalisant la récolte et la commer-
cialisation des graines. Les politiques
forestiére, agricole et environnemen-
tale ont été redéfinies. Elles sont des-
tinées, entre autres, a améliorer la
protection des sols et a favoriser 'ex-
tension des superficies reboisées.
Néanmoins, il reste encore a amélio-
rer et a pérenniser le dispositif de
production semenciére et a étendre la
diffusion des acquis en associant les
efforts de la recherche, du SNGF et
des utilisateurs.

Mots-clés : semence forestiére,
reboisement paysan, eucalyptus,
pin, Madagascar.

ABSTRACT

SEED PRODUCTION FOR
MADAGASCAN AFFORESTATION

In view of the paucity of the forest
cover, its continuing regression, the
increase in the demand for timber
and the fragility of Madagascan soils,
forest plantations are of capital im-
portance in the development of the
island. Plantations of eucalyptus and
pine, which adapt remarkably well to
different bioclimatic conditions,
should be able to meet production re-
quirements while protecting the envi-
ronment. Today, the trend is to adopt
an approach based on afforestation
implemented by local farmers. FOFI-
FA, supported by CIRAD-Forét, has
adopted new research objectives in
this context. Forest services have pro-
moted development in this sector by
setting up the national Silo for forest
seeds (SNGF) whose primary role is
to distribute good quality seed.
Forest research over the last twenty
years has increased to 180 ha the sur-
face area devoted to national seed
production. This network supplies the
national market with non-native
species through SNGF which then di-
rectly distributes the seed produced
by the research efforts. In parallel,
the Madagascan government has en-
hanced the impact of this seed pro-
duction by standardizing harvesting
and seed marketing. Forestry, agricul-
tural and environmental policies have
been redefined. These new policies
are intended to improve soil protec-
tion and increase the surface area for
afforestation. However, the seed pro-
duction system still requires firm es-
tablishment and improvement along
with more widespread use of the sys-
tem through combined efforts by re-
search, SNGF and users.

Keywords: forest seed, farmer
afforestation, eucalyptus, pine,
Madagascar.

RESUMEN

PRODUCCION DE SEMILLAS
PARA LAS REFORESTACIONES
MALGACHES

Las plantaciones forestales son nece-
sarias para el desarrollo de la isla de
Madagascar debido a la debilidad y a
la regresion de la cubierta forestal, el
incremento de la demanda de madera
y la fragilidad de sus suelos. Las plan-
taciones de pinos y eucaliptos, con
una sobresaliente capacidad de
adaptacion a las diferentes condicio-
nes bioclimaticas, satisfacen las exi-
gencias de produccién y proteccién
medioambiental. Actualmente, la ten-
dencia se orienta hacia la repoblacion
en medio campesino. El FOFIFA, con
el apoyo del CIRAD-Forét, ha estable-
cido nuevos objetivos de investiga-
cién. Los servicios forestales han fa-
vorecido el desarrollo de este sector
creando el Silo Nacional de Semillas
Forestales (SNGF) cuya principal mi-
sion es la difusion de semillas de cali-
dad. Los trabajos de investigacion fo-
restal de los Gltimos veinte anos han
permitido que la superficie de la red
nacional de produccién de semillas
llegue a 180 ha. Esta abastece el mer-
cado nacional en especies exéticas a
través del SNGF que difunde directa-
mente los frutos de sus investigacio-
nes. Paralelamente, el gobierno mal-
gache ha reforzado el impacto de
este sector semillero normalizando la
cosecha y comercializacién de las se-
millas. Se han reorientado las politi-
cas forestal, agricola y medioambien-
tal, destinandolas, entre otras cosas,
a mejorar la proteccion de suelos y a
favorecer la extension de areas refo-
restadas. Sin embargo, alin se debe
mejorar y consolidar el dispositivo de
produccién semillera y divulgar los lo-
gros asociando los esfuerzos de la in-
vestigacion, del SNGF y de los utiliza-
dores.

Palabras clave: semilla forestal, refo-
restacion campesina, eucalipto, pino,
Madagascar.



Madagascar et
sa problematique
forestiere

L’7le est confrontée a une ré-
gression de sa couverture forestiére
qui met en péril la production agri-
cole et donc l’alimentation de la po-
pulation a 80 % rurale. Les reboise-
ments et les études menées pour leur
extension sont nombreuses et datent
de plus de 60 ans. Les connaissances
sur la filiére (choix d’espéces, tech-
niques de plantation, sylviculture,
amélioration génétique) sont particu-
lierement précises, notamment en
matiére de semences forestiéres. Les
reboisements sont considérés par I'E-
tat malgache comme une priorité.
Aprés une introduction sur le secteur
des reboisements, les auteurs pré-
sentent le dispositif de production de
semences forestiéres mis en place a
Madagascar.

Un environnement fragilisé : région
d’Antsirabe (A) et paysage du sud
(Ihosy) (v).

A weakened environment: Antsirabe
region (A) and southern landscape
(thosy) (V).

Présentation physique

Madagascar offre une grande di-
versité de climats (carte 1) du fait de
son relief, des influences maritimes et
de sa taille (587 040 kmz?, du 12¢ au
25¢ paralléle). On peut distinguer
quatre grandes zones.

= Les Hautes-Terres de la zone
centrale sont densément peuplées et
trés peu boisées. Les caractéristiques
de cette région d’altitude sont forte-
ment influencées par la topographie
accidentée et 'acidité des sols.
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Dans cette région, l'influence de
ces facteurs a favorisé une érosion
importante. Celle-ci met en péril la
productivité des terrains agricoles,
essentiellement constitués de riziéres
irriguées. La pluviométrie varie de
1200 a 1800 mm/an avec quatre a six
mois secs, la température moyenne
est de 19 °C.

Carte1

Les régions climatiques de Madagascar. (CIRAD, d’aprés

Humbert et Cours-Darne modifié).
Climatic regions of Madagascar. (CIRAD, according to
Humbert and Cours-Darne, modified).
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= La région occidentale qui ac-
cueille la grande majorité des trou-
peaux de bovins (plus de huit millions
de tétes pour Madagascar) est carac-
térisée par des feux de brousse. La
pluviométrie varie de 600 a 1 400
mm/an avec cing a sept mois secs, la
température moyenne est de 26 °C.

= La région orientale posséde la
majorité des foréts naturelles de
Madagascar. Mais leur exploitation
incontr6lée, la recherche de terrains
pour agriculture de subsistance et la
pression démographique aboutissent
a la déforestation rapide de ces mi-
lieux. Etant donné les fortes pentes et
Pimportance de la pluviométrie, cette
région subit les processus d’érosion
les plus actifs de 'ile. Cette situation
est d’autant plus alarmante que cette
région représente la majeure partie
du potentiel agricole du pays (vanille,
café, girofle, litchi, cannelle, banane).
La pluviométrie varie de 1 600 a 3 500
mm/an avec un a trois mois secs, la
température moyenne est de 24 °C.

= La région méridionale connaft
un climat semi-aride ; elle subit des
sécheresses cycliques mettant en
péril les récoltes et la survie des po-
pulations agricoles. Cette région,
avec celle du nord, souffre des effets
de I’érosion éolienne sur des sols sa-
bleux. La pluviométrie varie de 350 a
600 mm/an avec sept a dix mois secs,
la température moyenne est de 25 °C.

Problématique forestiére

A Madagascar, la forét naturelle
peu modifiée couvre 10,3 millions
d’hectares et la formation naturelle
dégradée 2,6 millions d’hectares. Une
part importante de I’approvisionne-
ment en bois des populations pro-
vient des formations naturelles qui
sont surexploitées. Malgré les enga-
gements de 'Etat et des bailleurs de
fonds en faveur de la protection de
’environnement, on constate un dé-
frichement continu des massifs fores-
tiers naturels dans les foréts de
ouest et de ’est. Celui-ci est estimé
a 140 0oo ha/an.

L’arbre en milieu agricole dans les
environs d’Antsirabe.

The tree in an agricultural environment
near Antsirabe.

Dans la région des Hautes-
Terres, ol la couverture forestiére est
la plus faible, 'approvisionnement en
bois des populations est assuré par
les plantations d’eucalyptus et de
pins. A titre d’exemple, les habitants
d’Antananarivo (un million et demi
d’habitants) consomment I’équiva-
lent de deux millions de tonnes de
bois ronds. Ces produits proviennent
essentiellement de taillis d’Eucalyptus
robusta plantés autour de la capitale
et dans la région de Moramanga,
principalement sur les axes routiers
de l’est, Antananarivo-Toamasina, et
du nord, Antananarivo-Anjozorobe.
Dans les régions ol les formations
naturelles sont encore présentes (ré-
gions est et ouest), les populations
utilisent principalement du bois issu
des formations naturelles.

A Madagascar, la conservation
des sols et les reboisements sont des
préoccupations déja anciennes
(début du XXe siécle). Pourtant, les
plantations forestiéres ne couvrent
que 316 ooo ha (DGEF, 1997), ce qui
est peu en regard de la situation gé-
nérale du pays (besoin en bois éner-
gie, niveau de développement).

Dans les années a venir, la crois-
sance démographique et la diminu-
tion de la surface forestiére vont ac-
croftre l'intérét pour les plantations
forestiéres. Les mesures de protec-
tion des foréts naturelles devraient
limiter ’accés aux ressources
ligneuses et, donc, augmenter l'inten-
sité d’exploitation des plantations.
Celles-ci répondent a des besoins en
bois énergie, mais aussi en bois de
service et en bois d’ceuvre.

L’extension des surfaces plan-
tées nécessite que I’Etat malgache
précise de nombreux paramétres :
réglementation fonciére, mesures
incitatives, référentiels techniques,
production de semences, etc.

Situation des
reboisements

La dégradation de I’environne-
ment et des ressources naturelles
avait déja été percue par les autorités
de la monarchie dés le XVIlIe siécle et
des mesures conservatoires avaient
été prises pour I’environnement. L’un
des soucis du roi Andriannampoini-
merina (1710-1790) était la conserva-
tion de la forét naturelle. Les reboise-
ments quelque peu importants ont
débuté avec la colonisation, dés la fin
du XIXe siécle, lors de ’'aménagement
des axes routiers. Ils se sont poursui-
vis, a partir de 1910, avec la construc-
tion du chemin de fer (LOUVEL, 1952).
Eucalyptus robusta et E. camaldu-
lensis ont été plantés le long des
voies de communication, au départ
de Tananarive, en arbres d’aligne-
ment ou en plantations destinées a
approvisionner en combustible la
compagnie du chemin de fer.

Vers 1935-1940, le service fores-
tier a encouragé les reboisements
collectifs effectués sous son contrdle
par les villageois. Cela a mené a
constituer des périmétres unitaires
de reboisement de 5 a 20 ha. Au
temps de la I"* République (1960-
1972), le reboisement a été décrété
devoir national de tout citoyen.
Cependant, malgré la contribution
importante des populations, les pro-
duits revenaient exclusivement a
I’Etat. A cette période, les services
forestiers ont effectué les premiers
reboisements industriels décrits
plus loin (Haut-Mangoro et
Haut-Matsiatra). Au début de la
Ile République (1975), une nouvelle
forme de reboisement fondée sur les
travaux communautaires s’est déve-
loppée. Chaque canton ou commune
se devait d’entreprendre des activités
de reboisement. Plus tard, pendant la
période 1980-1995, le gouvernement
a pris plusieurs mesures destinées a
favoriser les plantations forestiéres.
Les plus importantes ont été de céder
gratuitement des plants, de créer des
zones en faveur des arbres et d’offrir
aux particuliers et aux groupements



villageois la possibilité de s’appro-
prier les terrains domaniaux ainsi mis
en valeur. Cependant, les taux de
réussite et les productivités faibles
des plantations généralement obser-
vés découlaient du manque de suivi
et d’entretien des plantations.

Dans le cas plus précis de la ré-
gion d’Antananarivo, les paysans
malgaches ont trés rapidement utilisé
’eucalyptus comme essence de re-
boisement. Pour la plupart d’entre
eux, I'intérét résidait dans une straté-
gie de défense pour bloquer Uinstal-
lation des colons francais (BERTRAND,
1999).

Deux faits marquants caractéri-
sent la problématique des planta-
tions forestiéres. Il s’agit de l'insécu-
rité fonciére et de [utilisation
courante du feu dans les zones d’éle-
vage bovin et dans les zones actives
de culture sur brdlis.

Madagascar présente une gran-
de variété de situations fonciéres lo-
cales, qui ont en commun un niveau
élevé d’insécurité fonciére et un dé-
veloppement récent et rapide des
conflits fonciers, parfois violents
(BERTRAND, RAZAFINDRAIBE, 1997).

Les feux de brousse sont étroite-
ment liés a 'activité des populations
locales ou migrantes et ils ont des ori-
gines diverses (défrichement, éle-
vage bovin, conflits sociaux). La sur-
face parcourue annuellement par les
feux de brousse est officiellement de
’ordre d’un million d’hectares, mais
elle peut varier de fagon importante
selon la précocité de la saison des
pluies. Cette situation nécessite d’in-
tégrer la résistance au passage des
feux dans les critéres du choix des es-
péces de reboisement.

Dans ce contexte, il est fréquent
de rencontrer chez les paysans une
perte de motivation aprés un ou plu-
sieurs échecs dus aux dégats du feu
et, donc, un manque d’intérét a s’in-
vestir encore dans les plantations fo-
restiéres.

Culture du mais sous des pins.
Maize crops beneath pine.

L’intervention de I’Etat

Les zones délimitées pour le
reboisement couvrent plus d’un
million d’hectares. Néanmoins, la
surface réelle reboisée n’est que de
316 0ooo ha (DGEF, 1997). Le faible
taux de reprise des plants et le passa-
ge du feu dans les jeunes plantations
expliquent ces différences. Depuis
1996, ’Etat malgache n’intervient plus
directement dans les actions de reboi-
sement. Cependant, les reboiseurs
disposent d’une quantité considé-
rable d’informations techniques sur
les plantations forestiéres, grace aux
résultats des travaux menés durant
plusieurs décennies par les services
forestiers et la recherche forestiére :

= tris d’espéces en arboretum
(90 arboretums, 700 espéces) ;

= essais sylvicoles divers (écar-
tement, densité de plantation, éclair-
cie, provenances-descendances) ;

= actions de sensibilisation au-
prés des populations rurales ;

= reboisements a grande échelle
(Matsiatra : 35 ooo ha ; Mangoro :
75 000 ha).

Parmi les essences testées, les
pins tropicaux se sont distingués, no-
tamment Pinus patula et P. kesiya. Dés
1960, ces deux espéces ont été les
piéces maitresses des reboisements.
Elles sont destinées a convertir des
zones abandonnées en terrains pro-
ductifs de bois a usages multiples et a
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protéger des bassins versants contre
I’érosion. Le premier périmétre écono-
mique s’est ouvert, en 1960, dans la
région de la Haute-Matsiatra (Fiana-
rantsoa). Les plantations ont pris fin
en 1975, aprés I’établissement de
35 000 ha en P. patula. Mais, de toutes
les opérations d’enrésinement enga-
gées a Madagascar, celle de la vallée
du Haut-Mangoro (Moramanga) a créé
le plus vaste massif artificiel, soit envi-
ron 75 000 ha plantés, dont prés de
50 000 ha en P. kesiya, le reste étant
couvert par P. elliotii et P. caribeae.
Environ 5 0oo ha de terrains peu pro-
pices aux pins ont été plantés en euca-
lyptus (SCHMITT, RAFALY, 1997). Les
travaux ont été menés par la société
Fanalamanga avec des fonds de I'Etat
malgache et de la Banque mondiale,
dans le cadre d’un projet papetier.
L’usine de pate a papier n’ayant pas
été construite, 'objectif de la planta-
tion a été changé pour une production
de bois d’ceuvre pour le sciage et le
déroulage (BOUILLET, LEFEVRE, 1996).
La région du Mangoro connait actuel-
lement un développement écono-
mique rapide, qui repose sur 'exploi-
tation des plantations et la trans-
formation du bois pour I’exportation
et le marché national (exportation de
bois ronds, ameublement, matériaux
de construction du batiment, pa-
lettes). Cette région est devenue un
bassin d’emploi en pleine expansion.
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Miadana

Acacia crassicarpa
Eucalyptus camaldulensis

2 ha

Manankazo (Tampoketsa)

Eucalyptus robusta
Eucalyptus  spp.

6 ha

Kianjasoa

Acacia crassicarpa
Azadirachta indica
Eucalyptus camaldulensis

Eucalyptus citriodora
Eucalyptus tereticornis
Grevillea robusta
Pinus elliottii

12 ha

Fianarantsoa

Pinus patula
Pinus elliottii
Pinus kesiya

11 ha

Tuléar

Acacia albida
Azadirachta indica
Eucalyptus camaldulensis
Prosopis juliflora

3 ha

Sahafary

Acacia auriculiformis
Eucalyptus camaldulensis
Prosopis juliflora

5 ha

6% ANTSIRANANANA

VOHEMAR Ivoloina

10 ha

Moramanga

Acacia dealbata
Acacia mangium
Acacia mearnsii
Eucalyptus cloeziana
Eucalyptus grandis
Eucalyptus maculata
Eucalyptus microcorys
Eucalyptus resinifera
Eucalyptus robusta
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus sp.

Pinus kesiya

Pinus elliottii

80 ha

Anarafaly
Acacia nilotica
Eucalyptus camaldulensis

Prosopis juliflora

4 ha

Acacia crassicarpa
Acacia mangium
Casuarina equisetifolia
Eucalyptus grandis
Eucalyptus robusta
Eucalyptus tereticornis
Pinus caribaea

Mahela (Brickaville)

Albizia falcataria
Acacia aulacocarpa
Acacia auriculiformis
Acacia crassicarpa
Acacia mangium
Calliandra calothyrsus
Casuarina cunninghamiana
Cedrela odorata
Eucalyptus cloeziana
Eucalyptus grandis
Eucalyptus maculata
Eucalyptus microcorys
FEucalyptus resinifera
Eucalyptus robusta
Eucalyptus tereticornis
Gliricidia sepium
Gmelina arborea
Leuceana sp.
Markhamia lutea
Mimosa scabrella
Pinus caribaea

Pinus elliottii

Tectona grandis

55 ha

Carte 2

Implantation a Madagascar du dispositif de
production de semences forestiéres du FOFIFA-
DRFP/CIRAD-Forét.

Location in Madagascar of the FOFIFA-DRFP/CIRAD-
Forét forest seed production system.




Les reboisements privés

A titre individuel, les eucalyptus
ont été utilisés pour délimiter les
terres nouvellement immatriculées
ou en cours d’immatriculation. Et,
dans le méme temps, les populations
rurales autour de Tananarive ont com-
pris tout le parti économique qu’elles
pouvaient tirer du bois destiné au
chemin de fer. Elles ont progressive-
ment planté des eucalyptus sur les
tanety?, en association avec le riz irri-
gué dans les bas-fonds. Au début du
siécle dernier, le combustible domes-
tique habituel a Tananarive était le
bozakaZ?. Le bois et le charbon de
bois, initialement utilisés par la popu-
lation aisée, ont progressivement pris
le relais dans I’ensemble de la popu-
lation. Dans les zones nord et est
d’Antananarivo, les plantations d’eu-
calyptus représentent, a I’heure ac-
tuelle, la majeure partie du revenu
des ménages ruraux.

La surface totale couverte par
les eucalyptus atteint actuellement
147 000 ha (RANDRIANJAFY, comm.
pers.), dont plus des deux tiers sont
privés. L’extension des plantations
privées se poursuit du fait d’une né-
cessité économique dans les zones
de production (Manjakandriana et
Anjozorobe). De préférence aux zones
occidentales d’Antananarivo, 'exten-
sion des plantations intervient autour
de ces deux agglomérations. Elle est
motivée par la présence d’axes rou-
tiers et par un climat relativement
plus humide, dd a Uinfluence des ali-
zés. Eucalyptus robusta est la princi-
pale espéce rencontrée dans ces
peuplements ; cette espéce rejette vi-
goureusement, méme apres le passa-
ge du feu, et elle se contente de sols
peu fertiles. Mis a part cette région,
’extension des reboisements est in-
fluencée par les activités menées par
divers projets et ONG. Grace a la mé-
thode participative, les populations
sont totalement impliquées dans les
actions de reboisement, depuis la
production des plants jusqu’a ’entre-
tien des plantations. Les opérations
de « reboisement paysan » les plus
importantes reviennent aux actions

développées par I’Association natio-
nale d’actions environnementales
(ANAE), qui apporte les financements
nécessaires aux opérateurs. Elles ont
concerné 17 0oo ha lors du Programme
environnemental 1 (1993-1997), et 32
000 ha sont prévus (ANAE, 1998)
dans le cadre du Programme environ-
nemental 2 (1998-2002).

Le role de la recherche
forestiere

A Madagascar, la recherche fo-
restiére en matiére de plantation est
menée principalement par le DRFP
(Département des recherches fores-
tiéres et piscicoles) du FOFIFA (Centre
national de recherche appliquée au
développement rural), appuyé par le
CIRAD-Forét. Les actions actuelles bé-
néficient des résultats obtenus dans
les nombreux arboretums installés
dans les années 1940-1960. A l'issue
d’un premier tri sévére effectué dans
ces arboreta, la recherche forestiére
s’est appliquée a déterminer les es-
péces les mieux adaptées et les plus
productives dans le contexte des re-
boisements malgaches (GACHET,
1968 ; SUTTER, RAKOTONOELY, 1989).
Dans les années 70, plusieurs essais
spécifiques ont ainsi été mis en place
dans les zones potentiellement
destinées au reboisement (Haute-
Matsiatra, Haut-Mangoro, région des
Tampoketsa, Brickaville ; carte 2).
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Une dizaine d’espéces (E. robusta,
E. grandis, E. cloeziana, E. resinifera,
E. camaldulensis, E. microcoris,
E. maculata, E. pilularis, P. kesyia,
P. caribaea, P. eliottii, P. patula et
P. oocarpa) ont présenté des caracté-
ristiques intéressantes (croissance en
hauteur, production en volume) dans
les conditions climatiques et pédolo-
giques de Madagascar.

Pour ces espéces sélectionnées,
les essais provenances-descen-
dances (installés dans les années 80)
ont permis d’étudier la variabilité
intraspécifique et de comparer les
provenances locales avec celles intro-
duites (BOUVET, ANDRIANIRINA, 1990).
Ces derniéres ont été plus perfor-
mantes en termes d’adaptation et de
productivité. Les provenances locales
présentent, souvent, les effets dé-
pressifs de la consanguinité (perte de
croissance en hauteur). Les activités
de la recherche forestiére durant ces
vingt derniéres années se sont essen-
tiellement réalisées dans la région du
Haut-Mangoro.

1 Tanety : colline.

2 Bozaka : combustible constitué de graminées.

Production de bois de feu pour la ville
d’Antananarivo dans la région de
Manjakandriana.

Fuelwood production for the town of
Antananarivo in the Manjakandriana
region.
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Contexte actuel
de production
et de diffusion
des semences

Analyse des besoins
et choix des espéces

La croissance des espéces au-
tochtones de Madagascar étant trés
lente, le choix des forestiers s’est
porté sur des espéces exotiques a
croissance rapide. Les genres
Eucalyptus et Pinus se sont distin-
gués en raison de leur rusticité et de
leur croissance rapide. La synthése
des résultats des divers essais, com-
binée a une analyse des résultats ob-
tenus en arboretum, a permis de dres-
ser une liste d’espéces adaptées aux
plantations (DRFP, 1990 ; JURGEN et

al., 1993). Cette liste est proposée
aux acteurs du reboisement depuis
plus de vingt ans. L’étude des ventes
de graines forestiéres réalisées par le
Silo national des graines forestiéres
(SNGF) a permis d’identifier les es-
péces les plus demandées, qui cor-
respondent aux espéces conseillées.
Une trentaine d’espéces représente
plus de 90 % des besoins en matiére
de reboisement.

Etant donné la situation actuelle
(économique, environnementale), la
place de ’eucalyptus a Madagascar,
les acquis techniques accumulés, il
n’est pas question d’ouvrir, ici, le
débat sur le choix des espéces exo-
tiques, en particulier sur les euca-
lyptus. On constate simplement que,
dans toute l'ile, U'intérét des popula-
tions, qui est a respecter avant tout
autre, porte sur les espéces a crois-
sance rapide comme 'eucalyptus. Les

raisons sont évidentes : I’existence
d’un marché pour ce bois (charbon,
perche, poteau, planche), la croissan-
ce rapide, les produits multiples, la
capacité a rejeter, les qualités techno-
logiques, la résistance au passage du
feu, etc.

Cependant, étant donné les pro-
blémes de conservation des sols, les
acacias, légumineuses qui fixent
’azote atmosphérique, intéressent
de plus en plus les acteurs du déve-
loppement. Les premiers essais ne
datent que de 1984.

Les principales caractéristiques
retenues pour le choix des espéces et
pour les sélections effectuées dans
les vergers a graines dépendent du
comportement de ces espéces, sa-
chant qu’une espéce ne peut répon-
dre, a la fois, a toutes les attentes.
Selon les objectifs du reboisement
(protection des sols, production de

Tableau | Type de source de graines pour les especes principales
inscrites au catalogue national (les espéces sont citées
au plus haut niveau d’amélioration)
Type de source de graines 1 2 3 4
Connaissance de la variabilité non oui oui oui
Sélection effectuée non non oui oui
Production testée non non non oui

Espéces Adansonia digitata Acacia dealbata Acacia albida Eucalyptus grandis
Albizia chinensis, A. procera Acacia galpinii Acacia aulacocarpa Eucalyptus robusta
Araucaria angustifolia Acacia leptocarpa Acacia auriculiformis Pinus elliottii
Bismarckia nobilis Albizia lebbeck, gummifera, falcataria Acacia crassicarpa Pinus kesiya
Calophyllum inophyllum Anacardium occidentale Acacia mangium Pinus patula

Cassia leiandra, nodosa, siamea, spectabilis

Cotoneaster franchetii
Cordyla madagascariensis
Colvillea racemosa
Dalbergia purpurascens
Delonix adansonoides, regia

Dodonea madagascariensis, repens
Syzygium cumini (Eugenia jambolona)

Grevillea banksii
Harungana madagascariensis

Hernandia voyroni (Hazomalania voyronii)

Intsia bijuga

Leucaena leucocephala
Melaleuca leucadendra
Neobeguea mahafaliensis
Phyllarthron madagascariense
Podocarpus gaussenii

P. madagascariensis
Terminalia mantaly
Tamarindus indica

Thuya orientalis

Azadirachta indica

Callitris calcarata, rhomboides
Canarium madagascariense
Casuarina cunninghamiana
Toona sinensis (Cedrela sinensis)

Cupressus arizona, lusitanica, pyramiladis, torulosa

Eucalyptus saligna
Eucalyptus torreliana
Gliricidia sepium

Khaya madagascariensis
Khaya senegalensis
Liquidambar styraciflua
Tectona grandis
Terminalia superba

Acacia mearnsii

Acacia nilotica

Casuarina equisetifolia
Casuarina cunninghamiana
Eucalyptus camaldulensis
Eucalyptus citriodora
Eucalyptus cloeziana
Eucalyptus grandis
Eucalyptus robusta
Eucalyptus microcorys
Eucalyptus resinifera
Eucalyptus maculata
Eucalyptus tereticornis
Gmelina arborea
Grevillea robusta
Prosopis juliflora

Pinus caribaea



bois de feu, de perches ou bois de
service...), on privilégiera un carac-
tére plutdt qu’un autre :

= la croissance juvénile forte,
afin de s’affranchir du recri ou des
feux courants pour les espéces résis-
tantes au feu ;

= la capacité a rejeter, qui per-
met d’obtenir des taillis et de faire
plusieurs rotations ;

= la rusticité, qui rend possible
une production correcte sur des sols
peu fertiles ;

= I’homogénéité dans la crois-
sance et la forme des arbres ;

= la production d’une litiére peu
abondante, qui limite 'impact des
feux courants.

Une structure viable
de production et
de distribution

C’est en 1969 qu’a été créé le
service des graines au sein de la
Direction des eaux et foréts. Depuis
1988, ce service recoit le concours du
Projet d’appui au silo national de la
Coopération suisse. En 1992, il a été
transformé en établissement public a
caractére industriel : le Silo national
des graines forestiéres (SNGF). Cet
établissement a rapidement évolué
vers une structure financiérement au-
tonome : 38 % d’autofinancement en
1992, 90 % en 1997 (SNGF, 1999 a).
L’objectif actuel de cet organisme est
d’assurer la production de graines fo-
restiéres de qualité, en intégrant la
demande des opérateurs du reboise-
ment. Un soin particulier est apporté
dans le choix des parcelles semen-
ciéres quand il n’existe pas de verger
a graines (hauteur dominante, forme
des arbres, éclaircies sélectives, etc.).
Le SNGF contribue a gérer les res-
sources génétiques forestiéres, aussi
bien des espéces exotiques que des
espéces autochtones. Sa zone d’ac-
tion est nationale.

Avant 1989, la plupart des pro-
jets de reboisement a Madagascar
importaient les graines forestiéres.
Actuellement, le SNGF vend plus de
quatre tonnes de semences d’une
cinquantaine d’espéces, dont 250 a

350 kg pour les eucalyptus, a plus de
350 utilisateurs. Il couvre prés de
100 % des besoins nationaux. Les ef-
forts de communication (publicité
dans la presse locale et sur le site
Internet) favorisent I’exportation de
semences dans une vingtaine de
pays, allégeant ainsi les colts de pro-
duction (SNGF, 1999 a).

Production de graines

Le réseau de production de
graines est hétéroclite. Il a longtemps
été constitué par les essais sylvicoles
ou de plantation, installés par le
Service des eaux et foréts, qui ont été
transformés en parcelles semen-
ciéres. Ensuite, les essais de re-
cherche ont permis d’étoffer ce ré-
seau. Actuellement, le FOFIFA,
associé au CIRAD-Forét et au SNGF, a
mis en place des vergers a graines
destinés a produire des semences de
meilleure qualité. Le dispositif de pro-
duction couvre tout le territoire natio-
nal. Les parcelles semenciéres sont
répertoriées dans un catalogue natio-
nal. Elles se répartissent dans les
quatre catégories de matériel fores-
tier de reproduction, suivant les
normes du systéme de I’OCDE
(Organisation de coopération et de
développement économique) pour le
contrdle des matériels forestiers de
reproduction. Le tableau | présente la
répartition selon ces catégories des
soixante-douze espéces :

1. matériels identifiés issus de
peuplements identifiés et délimités :
26 espéces ;

2. matériels sélectionnés issus
de peuplements ayant subi une sélec-
tion phénotypique individuelle : 19
especes ;

3. matériels qualifiés provenant
de plantations issues de graines (ver-
gers a graines de semis ou de fa-
milles) ou de boutures (verger mono-
ou polyclonal) : 22 espéces ;

4. matériels testés issus de peu-
plements, de plantations de graines,
de vergers a graines, de vergers de fa-
milles, de clones ou de mélange clo-
nal : 5 espéces.
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Production de planches d’eucalyptus a Madagascar.
Production of eucalyptus planks in Madagascar.

Parcelles de production
des programmes de
recherche

Problématique

L’origine du matériel végétal in-
troduit a Madagascar est souvent in-
connue et la base génétique est pro-
bablement étroite. La fécondation
croisée permet aux espéces fores-
tiéres (le plus souvent allogames)
d’éviter les effets héréditaires néga-
tifs (génes létaux). Le croisement pré-
férentiel entre des individus apparen-
tés augmente la consanguinité et
’apparition de caractéres non sou-
haités ainsi que la mortalité. Les va-
riétés issues des peuplements exis-
tants sont, donc, moins productives
et présentent les effets de la consan-
guinité : croissance plus faible, mau-
vaise adaptation (LEBOT, RANAIVO-
SON, 1994). L’utilisation de telles
variétés peut compromettre le succes
des plantations. Le risque est grand
de voir les reboiseurs se décourager
et la dégradation de I’environnement
s’accentuer, freinant ainsi le dévelop-
pement de la filiére bois et le déve-
loppement rural.

L’objectif du programme sur les
espéces exotiques de feuillus et de
pins était d’étudier, dans un premier
temps, la variabilité intraspécifique
des espéces prioritaires. Cette étude
est menée dans plusieurs zones bio-
climatiques de Madagascar. Des es-
sais comparatifs de provenances sont
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mis en place et évalués pour chaque
espéce. Une synthése des résultats
obtenus par le programme a permis
d’élaborer une stratégie d’améliora-
tion adaptée au cas de Madagascar
(diversité climatique, objectifs,
moyens...). Le FOFIFA a recu, entre
1993 et 1998, un appui financier du
Fonds européen de développement.

Objectif

L’installation de vergers a
graines est une étape essentielle
dans le cadre de la stratégie d’amé-

Tableau Il

lioration a long terme. Cette étape
concerne principalement la foresterie
villageoise et, dans une moindre me-
sure, la foresterie industrielle. Il s’agit
d’améliorer simultanément une ving-
taine d’espéces de feuillus dans les
quatre zones bioclimatiques du pays
ainsi que cing espéces de pins tropi-
caux. L’objectif est de produire des
variétés plastiques, rustiques, a
croissance juvénile forte et destinées
a des usages multiples. Les variétés
doivent étre distribuées sous la forme
de graines.

Il a été décidé de produire des
variétés synthétiques par pollinisa-
tion libre dans la région d’utilisation.
Les dispositifs de reproduction de ces
vergers doivent permettre de se rap-
procher d’une panmixie. Théorique-
ment, ils visent a réduire les risques
d’autofécondation et a favoriser les
croisements interprovenances ou in-
terfamilles. L’introduction d’une im-
portante variabilité génétique est
fondamentale. Les provenances intro-
duites sont généralement originaires
de laire naturelle de ’espéce consi-

Nombre de provenances et de descendances par site
introduites depuis ces dix dernieres années dans le

cadre des travaux de la recherche forestiere

Fianarantsoa  Anarafaly Ivoloina Kianjasoa Mahela
Acacia albida
Acacia aulacocarpa 9 63
Acacia auriculiformis 18 158
Acacia crassicarpa 9 294 9 294 20 379
Acacia mangium 12 100 12 100
Acacia nilotica 8 164
Azadirachta indica 5 140 3 84
Calliandra calothyrsus 12 Inc
Casuarina equisetifolia 8 105
Casuarina cunninghamiana 5 45
Eucalyptus camaldulensis 21 150 6 55
Eucalyptus maculata 10 84
Eucalyptus grandis 4 13 9 80
Eucalyptus robusta 22 229
Eucalyptus tereticornis 21 329 32 20 388
Eucalyptus citriodora 90
Eucalyptus cloeziana 15 167
Eucalyptus microcorys 16 131
Eucalyptus muelleriana
Eucalyptus resinifera 14 96
Grevillea robusta 7 33
Gmelina arborea 1 50
Cedrela odorata 17 200
Pinus caribaea 8 Inc 8 Inc
Pinus elliottii
Pinus oocarpa 15 Inc
Pinus patula 17 inc
Prosopis juliflora 5 76

Inc : données inconnues ; en gras, nombre de provenances ; en romain, nombre de descendances.

Miadana Moramanga  Sahafary Tuléar
6 92
5 65

11 201

2 28

55 5 66 5 45
9 73
16 153
6 39
12 129
8 69
12 124
19 Inc
10 Inc
17 Inc
9 Inc

5 71 6 91



dérée. Elles sont retenues en fonction
des conditions climatiques du site
d’implantation et de la disponibilité
en semences. Le nombre de semen-
ciers dans les lots de graines impor-
tés est un critére de choix (tableau Il).
Le dispositif expérimental est élaboré
de maniére a évaluer, dans un pre-
mier temps, la variabilité intraspéci-
fique de l’espéce. La transformation
de la parcelle en verger a graines s’ef-
fectue par éclaircies successives.
Selon les sites et les espéces, la
densité initiale est comprise entre
150 (7 x 7 m) et 4 444 (1,5 x 1,5 m)
tiges par hectare. Les éclaircies sélec-
tives sont menées de telle sorte que
les meilleurs individus de chaque
provenance soient conservés. Par
ordre croissant, les critéres de sélec-
tion utilisés reposent sur ’état sani-
taire, la conformation et la croissance.
La densité finale d’un verger a graines
est comprise entre 150 et 250 tiges
par hectare. Pour les feuillus, I’étape
suivante consiste a créer une nouvel-
le population d’amélioration a partir
des descendances (familles de demi-
fréres) d’arbres « plus » sélectionnés
dans les essais. Pour les pins, le pro-
gramme différe puisque le schéma
d’amélioration comprend la mise en
place de vergers a graines de clones.

en plus, le marché des semences fo-
restiéres a travers la commercialisa-
tion du Silo national des graines fo-
restiéres (SNGF, 1999 b) : acacias
australiens a 9o %, pins a 50 % et eu-
calyptus a 15 %. Notons que la plu-
part des vergers a graines ont moins
de cing ans et que les travaux de sé-
lection se poursuivent.

Pour les résineux, le programme
d’amélioration génétique du FOFIFA a
recu 'appui de la Coopération suisse
a travers le SNGF. A partir d’essais de
provenances, la stratégie repose sur
la sélection d’arbres d’élite et leur
multiplication végétative pour mettre
en place des vergers a graines de
clones (NANSON, 1972). Dans le cadre
de ce programme, plus de 130 ha de
parcelles expérimentales (essais de
provenances, essais de descen-
dances) et de vergers a graines ont
été installés (RAKOTOVAO et al., 1996 ;
RAKOTOMANAMPISON, VERHAEGEN,
1980). Le verger a graines de clones
de Pinus kesyia (20 ha), installé en
1984, produit des semences depuis
cing ans. Les vergers de Pinus patula,
P. elliotii et P. caribaea établis récem-
ment ne sont pas encore productifs.
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Analyse de la
filiere et
perspectives
pour le
reboisement

A Madagascar, la plantation
d’espéces a croissance rapide est une
préoccupation ancienne, mais tou-
jours d’actualité. La quantité de
graines vendues (250 kg annuelle-
ment pour les eucalyptus, par
exemple) est sans commune mesure
avec les plantations effectivement
mises en place (tableau Ill). La pro-
duction de plants de qualité montre
encore des lacunes, souvent et a tort
la qualité des graines est mise en
cause. Auparavant, celle-ci pouvait
étre discutée, mais des efforts impor-
tants ont été réalisés aussi bien pour
la qualité des semences forestiéres
que pour la diffusion de celles-ci.

Résultats
Les activités du programme de Tableau Il Vente annuelle nationale du Silo national
recherche ont introduit de cette fagon des graines forestieres (SNGF)
60 provenances qui concernent cing par groupe d’especes (kg) et surface
espéces de pins et 300 provenances potentielle de reboisement pour I'année 1999
pour vingt-cing espéces de feuillus (SNGF, 1999 b, 2000)
(carte 2). Le dispositif mis en place
ces derniéres années regroupe la pro- Vente annuelle nationale du SNGF (kg) Surface (ha)
duction de graines sur quelques sites, 1997 1998 1999
en l'occurrence les stations de re-  Espéces
cherche du FOFIFA. Acacia - 60 40 600
Le dispositif de vergers & graines ~ dont A. mangium 32
forestiéres permet au pays d’étre  Eucalyptus 170 221 269 26 000
quasiment autonome en matiére  dont E. robusta 111 125 12 000
de semences forestiéres. A titre E. camaldulensis 62 81 8 000
d’exemple, les graines d’acacias aus- E. citriodora 20 35 500
traliens, auparavant importées a des 1ok i 168 60 20
co(its prohibitifs, sont maintenant .
disponibles en quantité suffisante Autres feuillus 64 335 131 30
(CHAIX et al., 1999). Depuis 1997, les Pins et résineux 125 180 134 120
vergers installés par le FOFIFA et le  Espéces agroforestiéres 1110 1578 2423 2500
CIRAD-Forét approvisionnent, de plus Totaux 1469 2542 3 057 29 270

La surface en hectares est estimée comme suit : S = (densité [graines/kg] x vente 1999 [kg] x 0,75
[pouvoir germinatif moyen] x 0,5 [on suppose que les pertes en plants sont de 50 %])/2 500 plants a
’hectare a la plantation.
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Les mesures
d’accompagnement

La politique en matiére d’envi-
ronnement est en pleine évolution a
Madagascar. Il est intéressant de re-
tracer les différentes politiques adop-
tées pour les reboisements. Le SNGF
est d’ailleurs, a la demande du minis-
tére des eaux et foréts, l'un des ac-
teurs majeurs de ’élaboration et de
la définition des politiques forestiére
et environnementale.

Adhésion au systéme de ’OCDE

L’OCDE propose aux gouverne-
ments de ses pays membres un cadre
pour examiner, élaborer et perfection-
ner les politiques économiques et
sociales. A ’initiative du SNGF,
Madagascar a adhéré, en 1998, au
systéme de ’OCDE, qui réglemente
par des lois, des décrets et des ac-
cords internationaux le commerce du
matériel de reproduction forestier
dans les pays membres. En adoptant
ces critéres, Madagascar peut faire
état d’un label de qualité qui lui ouvre
des marchés extérieurs. Les normes
qui s’appliquent aux activités de ré-
colte et de commercialisation des
graines forestiéres a I’échelle natio-
nale doivent également étre en vi-
gueur sur le marché local. Elles
contraignent donc I’ensemble des
intervenants de ce secteur et contri-
buent a améliorer la qualité des se-
mences commercialisées.

Verger a graines de Prosopis juliflora agé
de 2 ans et demi. Station de Tuléar.

Tree seed orchard for Prosopis juliflora
aged 2,5 years. Tuléar station.

Objectifs de la nouvelle
politique forestiére

Dans un contexte caractérisé
par une forte dégradation des res-
sources forestiéres, un recul de l'au-
torité de "'administration publique,
une baisse de responsabilité des ac-
teurs et un potentiel économique in-
suffisamment mis en valeur, la poli-
tique forestiére malgache a été
redéfinie en 1997.

Cette nouvelle politique fores-
tiéere comprend quatre grandes
orientations, dont ['un des objectifs
est d’augmenter la superficie et le po-
tentiel forestiers pour que la forét
puisse mieux remplir, a long terme,
ses fonctions économiques, écolo-
giques et sociales. Elle consiste a ins-
taurer un environnement favorable
aux initiatives en matiére de reboise-
ment, assurer la sécurité fonciére aux
reboiseurs, orienter les reboisements
en fonction des besoins régionaux ou
locaux et intensifier les actions liées a
’aménagement des bassins versants.
Pour atteindre ces objectifs, la nou-
velle politique est accompagnée
d’une loi forestiére, dont un décret
d’application sur le reboisement vient
de sortir.

Politique environnementale

La charte de I’environnement,
adoptée en 1990, vise a établir un
équilibre harmonieux entre les be-
soins de développement de I’lhomme
et les risques écologiques. L’un des
objectifs de cette politique est de
promouvoir un développement du-
rable, équitable et bien réparti sur le
territoire national en gérant au mieux
les ressources naturelles. Il s’agit en
’occurrence de mieux valoriser a
I’échelle locale les ressources natu-
relles (reboisement, agroforesterie,
conservation des sols, réduction de la
pollution des eaux) et de s’assurer
que les investissements du secteur
assurent la pérennité du développe-
ment sans porter préjudice aux res-
sources naturelles.

Politique de développement rural

Concernant le secteur forestier
de la politique nationale de dévelop-
pement rural adoptée en 1994 et sui-
vie par le Plan d’action de développe-
ment rural (PADR), les objectifs
spécifiques liés au reboisement sont
les suivants :

= accroitre les superficies boi-
sées ;

= définir un plan d’aménagement
des bassins versants pour prévenir
’ensablement des riziéres ;

= renforcer la mise en applica-
tion de la réglementation sur les
zones naturelles protégées ;

= satisfaire la demande en com-
bustibles domestiques.

La stratégie et le plan d’actions
consistent a :

= intensifier les opérations de re-
boisement par les pépiniéres fores-
tiéres privées et la promotion des
reboisements villageois et com-
munautaires ;

= inciter et appuyer les reboise-
ments communautaires a caractére
économique (pour la fourniture de
combustible domestique) et de pro-
tection ;

= poursuivre les actions de plan-
tation dans les périmétres commu-
nautaires, avec la jouissance du droit
de propriété individuelle.

Perspectives

Trois grandes orientations ont
été proposées pour dynamiser le sec-
teur du reboisement. Elles sont a la
base de I’élaboration d’un décret
d’application de la loi forestiére pour
le reboisement :

= proposition de mesures incita-
tives, afin de créer un environnement
favorable, notamment la sécurisation
fonciére ;

= mise en place de plans d’ac-
tions régionaux en matiére de reboi-
sement, congus a [’échelle régionale,
qui intégreront les spécificités de
chacune des régions de Madagascar ;

= proposition de mesures d’ac-
compagnement aux opérateurs pri-
vés du secteur forestier, en favorisant
notamment la professionnalisation



de ce secteur (au moins pour la pro-
duction de plants).

En matiére de recherche fores-
tiére, il y a lieu de poursuivre les tra-
vaux engagés durant les sept der-
niéres années jusqu’a ’entrée en
production de tous les vergers a
graines. Les activités de recherche et
de développement devront porter sur
[’évaluation en milieu réel des varié-
tés produites, 'amélioration du dis-
positif de production et de sa couver-
ture géographique. Le travail de
sélection sur les quelques espéces
prioritaires est a poursuivre ainsi que
[’aide au développement des reboise-
ments de qualité.

Verger a graines d’Eucalyptus maculata.
Station de Mahela.

Eucalyptus maculata seed orchard.
Mabhela station.

Conclusion

Madagascar se doit d’étendre
les surfaces reboisées par le biais des
plantations forestiéres, afin de stop-
per la dégradation de son environne-
ment, et d’assurer ’approvisionne-
ment en bois aussi bien des
populations rurales que des popula-
tions urbaines.

Notons également que le main-
tien de la production des riziéres
(1,5 million d’hectares) passe par la
protection des bassins versants
visant a limiter ’ensablement des
bas-fonds.

En matiére de bois énergie, la
production annuelle en charbon de
bois, de ’ordre de 0,6 million de
tonnes, représente I’équivalent de dix
millions de métres cubes de bois.
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A cela, il faut ajouter les cing millions
de métres cubes de bois de feu utili-
sés annuellement. Si l’on estime
a 10 m3/ha/an la productivité des
316 000 ha de peuplements artifi-
ciels, les formations naturelles four-
nissent au moins les quatre cin-
quiémes des besoins nationaux en
bois énergie.

Le reboisement actuel, entre
2 000 et 3 000 ha/an, est trop faible
en regard des estimations fondées
sur les ventes de semences (environ
30 000 ha annuellement). De gros ef-
forts restent a faire pour optimiser
l’utilisation des semences : tech-
niques sylvicoles, production de
plants, entretien et protection des
plantations. Ces reboisements sont
encore insuffisants pour alléger la
pression d’exploitation sur les forma-
tions naturelles. Il est urgent de
mettre en ceuvre et d’appliquer les
nouveaux textes des différentes poli-
tiques élaborées afin d’accroitre les
surfaces plantées.

Dans cet esprit, le gouverne-
ment malgache, avec les bailleurs de
fonds, a redéfini sa politique de déve-
loppement visant a favoriser la pro-
tection de I’environnement et a pro-
mouvoir les reboisements. Le service
forestier et la recherche forestiére ont
établi des priorités et élaboré une
stratégie destinée a accroitre les
surfaces reboisées. Le dispositif de
production de semences forestiéres
mis en place par la recherche couvre
quasiment les besoins nationaux.
L’augmentation du nombre de clients
nationaux et internationaux du Silo
national des graines forestiéres tra-
duit une demande croissante, qu’il
importe de satisfaire. Les travaux de
la recherche forestiére fournissent les
connaissances nécessaires au reboi-
sement, ainsi qu’une garantie de qua-
lité du matériel végétal fourni.

Néanmoins, il convient d’amé-
liorer la diffusion des résultats et
I’appui technique aux reboiseurs.
L’objectif est de valoriser au mieux
les nombreux résultats pour concou-
rir au développement des zones ru-
rales et a ’amélioration du niveau de
vie des populations concernées.
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Synopsis

SEED PRODUCTION
FOR MADAGASCAN
AFFORESTATION

Gilles CHAIX,
Lolona RAMAMON]ISOA

Forest in Madagascar cov-
ers an area of 8.8 million hectares,
i.e. approximately 15% of the land
and is primarily composed of natural
forest with 316 0oo ha of plantations.
More than 4/5ths of the timber sup-
plied to the population is derived
from natural forest. Forests both in
the west and the east are subject to
continual clearing of natural wood
formations (140 0oo ha annually).

Some small-scale afforestation ef-
forts were started with colonization
at the beginning of the 20t century
when major roads and rail networks
were constructed. Since species na-
tive to Madagascar grow very slowly,
forest engineers have chosen non-na-
tive species for afforestation.
Eucalyptus and pine are particularly
suitable because of their hardiness
and rapid growth. Madagascan farm-
ers, particularly those in the high-alti-
tude regions, generally acquire euca-
lyptus. The land area covered by this
tree has now reached 147,000 ha.
This cover continues to increase
through economic necessity in cer-
tain production areas (north-east of
Antananarivo, south of Manjakan-
driana). To these eucalyptus planta-
tions should be added the afforesta-
tion undertaken with coniferous
species. The first land area opened in
the Upper Matsiatra area covered an
initial surface area of 35 000 ha, hith-
erto almost entirely unused. The
other mountainous area, i.e. Upper
Mangoro, covers 75 0oo ha and has
been in production for five years.

Future extensions of areas planted for
afforestation require the establish-
ment of priorities, particularly as con-
cerns the supply of good quality seed.

Efforts made to improve

forest seed production

The seed section of the Forestry and
Waterways Department was founded
in 1969. In 1986, it was transforma-
tion into a public establishment with
an industrial character, i.e. the forest
seed Silo (SNGF) whose objective is
to ensure the production of high-
quality forest seed.

FOFIFA genetic improvement pro-
grams began with a study of the in-
traspecific variability of the priority
species. This study was conducted in
several different bioclimatic zones of
Madagascar. The programs concern
approximately 20 deciduous species
and five tropical pines. The strategy
implemented aims to produce plastic,
hardy species with rapid early growth
intended for a multitude of purposes.
The varieties must be distributed in
the form of seed, i.e. produced by
sexed means. The installation of tree
seed orchards constitutes an essen-
tial step in this long-term improve-
ment strategy.

Prior to 1989, most afforestation proj-
ects in Madagascar relied on import-
ed forest seed, or generated the
seeds themselves. Currently, SNGF
markets more than 4 tonnes of seed
for approximately 50 species, includ-
ing 250-350 kg of eucalyptus seed, to
more than 350 users. The production
network has been built up through
forestry research efforts or through
plantations initially created by the
Forestry and Waterways Department
then subsequently transformed into
production plots. This network was
then further supplemented by re-
search efforts.
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Madagascar development policies
Madagascan forestry policy was rede-
fined and adopted in 1997. It is based
on the four main initiatives listed
below:

= establishment of an environment fa-
vorable to afforestation initiatives ;

= establishment of land safety for
those afforestation;

= planning of afforestation efforts to
meet local and regional needs;

= intensification of efforts made to de-
velop the catchment basin.

The environmental charter adopted in
1990 aimed to re-establish a sus-
tained and harmonious equilibrium
between man’s developmental needs
and ecological risk. Here, this con-
cerns more particularly the local use
of natural resources (afforestation,
agroforestry, soil conservation).

As regards the forest sector of the na-
tional policy for rural development,
adopted in 1994, the specific objec-
tives in terms of afforestation consist
of:

=increasing forest-bearing land areas;
= definition of a plan for the develop-
ment of the catchment basin;

= meeting the demand for household
combustibles.

Madagascar must extend its forest
plantations. If it does not, environ-
mental degradation may well contin-
ue and rural and urban populations
will no longer be guaranteed ade-
quate supplies of timber. Annual fuel-
wood production is approximately
15 million tonnes. Natural forest for-
mations provide at least 4/5ths of na-
tional needs. Considerable efforts are
still required to optimize seed use:
forestry techniques, plant production,
and protection and maintenance of
plantations.

Although the forest seed production
system in place today is able to meet
national needs, the results should be
more widely disseminated and those
involved in afforestation should be
provided with technical support. The
objective here is to promote the de-
velopment of rural areas and the liv-
ing standards of the populations con-
cerned.
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guidelines for multi-stakeholder
management of natural resources
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approaches and advice, in line with
the experience gained in field
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IUCN in Central Africa and elsewhere.
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methods and tools of particular
relevance for co-management
processes, lessons learned, tips for
action and a list of references and
suggested readings.

LEE D.R., BARRETT C.B. (ED.), 2001.
TRADEOFFS OR SYNERGIES?
AGRICULTURAL INTENSIFICATION,
ECONOMIC DEVELOPMENT AND THE
ENVIRONMENT. CABI PUBLISHING,
538 P.

.

Tradeotts or
i:.'n[-r:irl."‘

ISBN 0851-99-435-0

CABI Publishing

10 E 4oth Street

Suite 3203

NEW YORK, NY 10016

USA

Tel: (+1) 212 481 7018

Fax: (+1) 212 686 7993
E-mail: cabi-nao@cabi.org

CAB International
Wallingford

OXON OX10 8DE

United Kingdom

Tel: +44 (0)1 491 832111
Fax: +44 (0)1 491 833508
E-mail: cabi@cabi.org
http: //www.cabi.org

The need for increased food
production, enhanced economic
growth and poverty reduction, whilst
at the same time achieving
environmental sustainability, is a
global issue of growing importance.
This book addresses the linkages
and tradeoffs involved in solving
these challenges. Some of the
approaches taken are conceptual
and theoretical, others report on
specific empirical cases in which
linked economic, biophysical and
policy models have been used to
generate analytical estimates of
tradeoffs, whilst others highlight
institutional and policy issues
involved in trying to achieve multiple
social goals simultaneously. This
book is essential reading for those
working and studying in the areas of
economic and agricultural
development, environmental and
forest management and policy, and
international policy analysis.
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Les traditions, les cultures et les
religions qui se sont développées
dans les zones forestiéres
témoignent du respect des hommes
pour la forét. Dans les zones arides,
les arbres qui parviennent a pousser
et fournissent aux habitants
nourriture, fourrage, pharmacopée et
matériaux divers sont également
chargés d’une symbolique trés riche.
Pourtant, depuis les origines, il
existe aussi une compétition entre
’lhomme et la forét, celle-ci faisant
'objet de défrichements en faveur de
’agriculture, de I’élevage ou,
aujourd’hui, de diverses industries.
Cette vieille compétition a désormais
pris une ampleur dramatique, et la
destruction de la forét, en particulier
des foréts tropicales, compromet a la
fois les ressources des populations
autochtones et la qualité
environnementale de 'ensemble

de la planéte.

Réunis en symposium a Klingenthal,
des représentants de religions et de
cultures du monde entier ont partagé
la richesse symbolique revétue par
l’arbre et la forét dans leurs
traditions respectives, et débattu des
différentes menaces qui pésent sur
la forét et des moyens d’y répondre.
Au-dela des solutions économiques
ou politiques, ’homme ne doit-il pas
replonger dans ses racines
culturelles pour retrouver le secret
d’un développement durable et
harmonieux au sein de la nature ?
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Abstract. Multiplexing was used to increase the efficiency of microsatellite analysis in
Eucalyptus grandis. Primers were chosen based on the range of eucalyptus SSR alleles and
their hybridization temperatures. Choice of PCR conditions proved to be the most impor-
tant factor; concentrations of primers must be adjusted for use in combination. Results
show that 6 primers can be analyzed in 2 PCR reactions, one containing 2 and the other
containing 4 primers. Multiplexing promises to be a particularly efficient tool for micro-
satellite diversity analysis in Eucalyptus grandis.

Full text!: This manuscript, in detail, is available only in the electronic version of the
Plant Molecular Biology Reporter.
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Introduction

The high productivity of Eucalyptus species is of strategic importance for tropical
countries (Eldridge et al., 1993). In Madagascar, 150,000 of the 316,000 hectares
that have been reforested have been planted with eucalyptus (DEF, 1996). The
Fofifa and Cirad-forét have conducted a breeding program, based on a seed or-
chard procedure, in order to generate selected seeds for the market (Chaix and
Ramamonjisoa, 2001).

Eucalyptus species combine allogamy and self-pollination systems
(Eldridge et al., 1993). The overall outcrossing rate of the genus was estimated to
be as high as 74% (Moran and Bell, 1983). Inbreeding is a major drawback in tree
development. Three-year-old plants, which were obtained after self-pollination,
showed a 57% reduction in wood volume because of inbreeding (Van Wyk, 1981).
Consequently, we need to efficiently discriminate at the nursery stage between

*Author for correspondence. e-mail: gilles.chaix@cirad.fr; fax: 261 20 22 209 99;

ph: 261 32 07 842 29.

tEditor’s note: Although the scientific content of this paper has been reviewed, the full
text WEB document has not been edited in detail.
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plants from self versus outcrosses. At present, the only possibility is the use of
molecular markers. ) .

Twenty microsatellite markers have been reported in eucalyptus (Brondani
et al., 1998). These loci exhibit high levels of polymorphism, a large number of
alleles, and a good genomic distribution. Therefore, they could be used for the
identification and removal of self-crossed seeds produced in seed orchards.

We report here a study designed to increase the efficiency and reduce the
cost and time required for PCR analysis. The number of PCR reactions is mini-
mized by using different combinations of primer sets.

Materials and Methods
DNA extraction

The DNA extraction procedure was adapted from the methods of Shaghai Maroof
et al. (1984) and Gawel and Jarret (1991).

Young leaves without red pigments were harvested during the wet season,
dried for 48 h at 35°C, and stored at room temperature. Dry leaves (100 mg) were
ground in liquid nitrogen and then mixed with 1.3 mL of extraction buffer
(0.13 mM Tris-HC1 [pH 8], 2% ATMAB, 1.8 mM NaCl, 0.026 mM EDTA, 0.1%
mercaptoethanol, 1% PVP). The resulting emulsion was incubated at 65°C for
1 h, and 400 mL of dichloromethane was added to each tube. The tubes were
shaken for 10 min and centrifuged at 3000 g for 10 min. The supernatant was
poured off, and another dichloromethane extraction was performed.

After this second extraction, 7 uL of 5 N NaCl and 500 puL of cold
isopropanol were added to each tube and mixed with the supernatant. The tube
then was stored at -20°C for 1 h and centrifuged at 3000 g for 10 min. The
supernatant was poured off, and 70% ethanol was added, mixed with the DNA
pellet for 10 min, and centrifuged at 3000 g for 10 min. Ethanol was poured off,
and the remaining ethanol was evaporated in a Speed-Vac at 40°C for 30 min. The
resulting residue was dissolved in deionized water (100 uL). The DNA concentra-
tion was measured in a TD 700 spectrofluorometer, and each DNA sample was
diluted to 3 ng pL! with deionized water.

Amplification by multiplexing

Primers were chosen based on the size of SSR amplification product. Experimen-
tal conditions and hybridization temperatures are reported in Table 1. Seven loci
were tested: Embral0, Embral3, and Embral9; Embra06 and Embral8; and
Embrall and Embral5 (Table 2).

The same fluorochrome was used to label the primers of different loci of
nonoverlapping allele ranges (Table 1). The fluorochrome-labeled primers were
from Applied Biosystems and Genset. The complementary sequences were from
Life Technologies. Embral5 and Embrall were labeled at 5° by Ned (yellow);
EmbralO, Embral3, and Embral9 by 6-Fam (blue); and Embra06 and Embral8
by Label Joe (green).

PCR amplifications of 18 ng genomic DNA were carried out in a final vol-
ume of 25 pL, 0.312 uM of each primer, 0.1 mM of each ANTP, 67 mM Tris-HCI
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Table 1. Characteristics of 7 primers for Eucalyptus grandis.

Hybridization

SSR Locus Allele Range Tenrxperamrel . Fluorochrome
Embral3 73-111! 60°C 6-Fam (blue)
Embral0 115-149! 60°C 6-Fam (blue)
Embral9 . 157-179! 56°C 6-Fam (blue)
Embral5s 90-125! 54°C Ned (yellow)
Embrall 124-158! 56°C Ned (yellow)
Embral8 70-110? 61°C Label Joe

(green)
Embra06 121-165! 58°C Label Joe

(green)

This study
?Brondani et al., 1998

Table 2. Description of 7 microsatellites and sequences of primers for Eucalyptus grandis (Brondani
et al., 1998).

SSR Locus Nucleotide Repetition Sequences of Primers

Embra06 (AG)yo 5°-AgA gAA TTg CTC TTC ATg gA-3’
5’-gAA AAg TCT gCA AAg TCT gC-3’

Embral0 (CCT)3(AG)14 5’- gTA AAG ACA TAg TgA AgA CAT TCC-3’
5’-AgA CAg TAC gTT CTC TAg CTC (A)-3’

Embrall (AG),GG(AG) 3 5°-gCT TAg AAT TTg CCT AAA CC-3’
5’-gTA AAA TCC ATg ggC AAg-3’

Embral3 (AG)y; 5°-ATT TCC CTA ggT TTg ACA Tg-3’
5’-TCC AAC ATC TTA CTC AAC CA-3’

Embral5 (AG)y; 5-TTT gTT ggA TgA ggA CTT (g)-3°
5°-CAA CAT gTT CTC CgA AAA g-3'

Embral8 (AG);GG(AG)1o 5°-CAg CTA ggA TgT TAg ACT Tgg-3’
5’-gCA CAC CTA gAA TTT TCA AAC TA-3’

Embral9 (AG)y9 5°-gAC ggT TgA TTT CCT gAT T-3°

5’-gTg gTg CTC CTC TCC TCT-3’

In bold - Primer labeled by fluorochrome

(pH 8), 0.2 ug puL! bovine serum albumin, 2 mM MgCl,, 2 U Tag polymerase
(Life Technologies ref. 180380026), and deionized water gs 25 pL. The PCR pro-
tocol consisted of a denaturing step (94°C for 4 min), followed by 29 amplifica-
tions of the following cycle (94°C for 1 min, 56°C or 60°C for 1 min, and 72°C
for 1 min), and finally one cycle of 72°C for 7 min.

Individual primer concentrations were adapted according to PCR amplifica-
tion results and gel observations using 4% agarose and stained with ethidium bro-
mide (Figure 1). The optimal combination of primer concentrations was validated
on a sample of 10 genotypes.

Presequencing tests

To check the amplification quality of multiplexed PCR, amplified products were
separated by 4% agarose gel electrophoresis in 1X TBE at 120 v for 3-3.5 h. Gels
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Trees: 2 3 4 56 7 -8 9 101112

Embral9

Embra06
Embral0
Embral3

Figure 1: Result on agarose gel of mixture amplification Embra06, Embral 0, Embral3, Embral9 for
20 trees. There are alleles of 4 loci: for example, tree 1 is homozygote for Embral9, Embra06 and
heterozygote for Embral0, Embral3.

Table 3. Optimal primer concentration in multiplexing PCR for Eucalyptus grandis.

Embra Primer Concentration (UM) for PCR

Primer Mix 06 10 11 13 I5 18 19
Alone 0.624  0.624 0.624 0.624  0.624 0.624 0.624
Embra06 + Embrall 0.468 0.934

Embra06 + Embral8 0416 0.930

Embrall + Embral3 0.312 0.934

Embra06 + Embrall -+ Embral3 0.306 0.612 0.918

Embral0 + Embral3 + Embral9 0.408 0.510 0918
Embra06 + Embral0 + Embral3 0.434 0.434 0.542 0.974
+ Embral9

Embral8
Embra06

Figure 2: Example of adapting individual primer concentrations to PCR amplification between
Embra06 and Embral8 (relative concentrations Embra06/Embral8 a: 1/1, b: 2/1, ¢ 4/1, d: 1/2, e: 1/4).
When Embra06 primer concentration is enhanced in PCR, his signal decreased whereas that of
Embral8 increased (b, ¢). When Embra06 primer concentration is decreased, inverse effect occurs (d, e).
We could explain this result by direct interactions between the two pairs of primers or interactions on
hybridization sites.

were stained with ethidium bromide. A mixture of 1.5 uL of 70% formamide,
13% mol wt markers, 17% EDTA, and 0.5 pL of PCR products was denatured
(96°C for 1 min) and separated on denaturing polyacrylamide gels. Then, it was
analyzed with the sequencer Abi Prism.

Results

In view of the possible hybridization temperatures, the 3 fluorochromes available,
and the allelic ranges of variation, 6 combinations were effective when the
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relative concentrations of the primers were adjusted specifically. The optimal
primer concentrations are reported in Table 3. They varied from 0.306-0.974 uM.
Figure 1 shows an example of multiplexing amplification for 4 primers.

Several primers, such as Embral5, Embral8, and Embral9, required an in-
creased concentration from 0.612-1.948 (data not shown) when mixed. Other
primers, such as Embra06, Embral0, and Embral3, required a lower concentra-
tion. In the case of the combination of Embra06 with Embral8, the signal for
Embra06 increased when its primer concentration decreased (Figure 2). We sug-
gest this unusual result was caused by direct interactions between the 2 pairs of
primers or interaction on hybridization sites.

In genotype identification, our method yields more rapid results (2 vs 7 d
for migration on an acrylamide gel stained with silver nitrate). Two PCRs instead
of 6 (Embra06+EmbralO+Embral3+Embral9, Embrall+Embral5) are enough,
and 1 migration on acrylamide gel rather than 6 is sufficient.

Discussion

Our results clearly demonstrate the feasibility of multiplexing Eucalyptus grandis
microsatellite primers. Specific PCR amplification procedures were adapted. Opti-
mal primer combinations and relative concentrations were defined, and the PCR
products were positively tested using the ABI PRISM sequencing system. In con-
clusion, this new approach offers a particularly efficient tool for analysis of
microsatellite diversity in eucalyptus.

Even though increasing numbers of microsatellite markers are available for
eucalyptus, more are needed to widen the use of microsatellites in genetic map-
ping and analysis of diversity. This is the first study to show that multiplexing
greatly reduces the analysis time while increasing the number of markers.
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Abstract Eucalyptus grandis has a mixed mating reproductive system. Malagasy Fucalyptus seed
orchards were established 15 years ago with two aims both based on panmixia: open-pollinated
seed production and genetic improvement. The panmixia hypothesis has never been confirmed in
the seed orchard. From a seedling seed orchard stand comprising 349 trees and using data obtained
with 6 selected microsatellite markers, paternity analysis was performed for 724 offspring
collected on 30 adult trees. Paternity assignment, based on exclusion procedures and likelihood
ratio method, was achieved with high accuracy; the exclusion probability value was 0.997. The
outcrossing rate was very high (96.7%). More than 50% of potential male trees (199 out of 349) in
the seed orchard contributed to pollination for 440 offspring of thirty progenies (8.6% of the basic
population). The pollination rate from outside the seed orchard was high (39.2%), but might be
due to the small size of this seed orchard. This study showed that “panmixia-like pollination” can

be assumed.
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Introduction

In the last five years, Malagasy market demand for Eucalyptus seed has reached
150 to 250 kg annually. Seed orchards have been developed through research in
order to supply smallholders with locally-improved varieties for a range of wood

products (Chaix and Ramamonjisoa 2001).

Eucalyptus is subject to inbreeding depression. Effects have been recorded on
seed yield, height, basal area and volume (Griffin and Cotteril 1988; Hardner and
Potts 1995; Hardner and Tibbits 1998). In addition, for E. grandis, leaf and stem
deformities and a consistently reduced vigour after self-pollination have been
reported (Hodgson 1976; van Wyk 1981; Burgess and Williams 1996). Thus, in

seed orchards, checking the origin of progenies is crucial.

Eucalypts are insect-pollinated species and have a mixed mating reproductive
system. The Eucalyptus genus overall outcrossing rate is estimated to be up to
73% (Moran 1992). Typical of Myrtaceae, E. grandis nectar preferentially attracts
Apis mellifera (Davis 1997). In some countries, 4. mellifera has been introduced
into Eucalyptus seed production areas to enhance seed production (Moncur et al.
1995). This insect is abundant in Madagascar but its efficiency in Eucalyptus
pollination has not been verified. In this approach it is important to have efficient

markers.

Highly polymorphic codominant markers such as microsatellites are increasingly
used to study gene flows based on exclusion probabilities (Dow and Ashley 1996;
Streiff et al. 1998; Byrne et al. 1996, Gerber et al. 2000). This kind of marker has
been developed for Eucalyptus (Brondani et al. 1998) and could be used to test the
breeding system in seed orchards. A multiplexing approach, of six discriminate
microsatellites, was adapted to E. grandis (Chaix et al. 2002) and is available for

studying seed orchard efficiency.

When establishing seed orchards, forest tree breeders attempt both to maximize
breeding progress and preserve genetic diversity. Panmictic conditions are

important because deviations from this theoretical model could lead to differences
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between obtained and predicted genetic gains from the seed orchard and a

significant genetic diversity reduction (Plomion et al. 2001).

The aim of this study was, in a Malagasy seed orchard, to estimate: the pollen
cloud composition and the genitor relative contributions; and the outcrossing rate
of E. grandis. Tests were done in a seed orchard, using microsatellites to
determine 1) the level of random mating; ii) the level of self-fertilisation; iii) the
percentage of trees contributing to the next generation; iv) the equilibrium
participation of putative genitors; and v) the pollen flow from outside the seed

orchard.

Materials and methods

Study site

The E. grandis seedling seed orchard (SSO), established in 1987, is located next
to Moramanga, Toamasina province, in the middle east Madagascar (latitude:
18°078S, longitude: 48°13W, about 900 metres asl). The mean annual air

temperature is 19°C and annual rainfall is 1,500 mm.

Figure 1

The SSO encompasses 12 open pollinated progenies of five provenances. A single
tree plot design, with 40 replicates of the 12 progenies (480 trees), was used.

Initial spacing between trees was 3 x 3 m (1,111 trees per hectare) and the stand
covers 0.6 ha (84 x 72 m). The SSO was surrounded by two borderlines (192 trees
from a mixing of 12 families). One selective thinning, based on the growth

characters, was performed in 1992. This thinning totally eliminated the family
number five, and the effective family sizes ranged from 10 to 86 trees. The current
tree density is 580 trees per hectare with a total of 242 trees in the central plot and
107 trees in borderlines (fig. 1). The mean height of SSO 11-year-old trees was 22

meters.




The data based on microsatellite markers, reported in this study, correspond to
349 mature trees of E. grandis and 724 progenies collected on 30 maternal trees

highlighted in figure 1.

DNA extraction and microsatellite analysis

DNA extracts were prepared for the 349 trees of the seed orchard and 724
seedlings from seeds harvested in 1998 on 30 selected trees. The microsatellite
loci were Embra06, Embral0, Embrall, Embral3, Embral5 and Embral9, and

are located on different linkage groups.

Both simple PCR and multiplexed PCR were used. The multiplexed method was
developed for this study and the protocol was described by Chaix et al. (2002).
For simple PCR amplification, 9 ng of genomic DNA were used in a final volume
of 12 ul, 0.312 uM of each primer, 0.1 mM of each ANTP, 67 mM Tris-HCI (pH
8), 0.2 pg pl™! bovine serum albumin, 2.0 mM MgCl, 2 U Taq polymerase (Life
Technologies ref. 180380026) and deionised water q.s. 12 ul. PCR involved a
denaturing step of 94°C for 4 minutes followed by 29 amplifications of the
following cycle (94°C - 1 minute, at 54, 56, 58, 60°C for 1 minute respectively for
the loci Embral3, Embral0-Embrall, Embral5-Embral9 and Embra06, and
72°C - 1 minute) and finally one cycle of 72°C for 7 minutes.

PCR products were mixed with a buffer (95% formamide, 12.5% glycerol, 0.05%
xylene cyanol, 0.05 bromophenol blue, 10 mM NaOH) and denatured at 96°C for
3 minutes before being resolved in 6% standard denaturing polyacrylamide gels,

which were then silver-stained (Streiff et al. 1998). Electrophoretic patterns were

analysed by double reading.

Paternity assignment

For each locus, allele frequencies were determined. Expected heterozygosity (He)
was estimated according to Nei’s method (1987). Statistical tests of Wright's
fixation index (F) were performed by GENEPOP (Raymond and Rousset 1995).

Microsatellite data were used in the paternity analysis, using FaMoz software



(S. Gerber, unpublished), which assigns paternity to a particular pollen donor,
based on the likelihood ratio method. The paternity assignment methods by
exclusion procedures were detailed in Streiff et al. (1999) and Gerber et al.
(2000). The multilocus genotype of the mothers and 349 potential fathers was
known for each offspring. The haplotype of the putative male parent of each
offspring was inferred by subtracting the female contribution from its multilocus
genotype. The maternal data were included to estimate selfing. The male
haplotype was then compared to all possible haplotypes corresponding to the 349

trees of the seed orchard.

When allele frequencies in the population and genotypes from a set of offspring
and a set of potential parents were available, the most probable single father was
identified by the calculation of LOD scores. A ratio compares the likelihood of an
individual being the parent of a given offspring divided by the likelihood of any
other individual from the population being the parent (Meagher and Thompson
1986).

The population considered here was not isolated from other pollen sources, and
the adult trees genotyped were only a subset of all the potential parents of the
reproducing population. The total gene flow can therefore be subdivided into two
different components: (GFO) gene flow from outside the stand and (GFI) gene
flow from inside the stand (Gerber et al. 2000). Estimated GFO, using parentage
analysis, is probably underestimated because foreign gametes and local gametes
may be indistinguishable. Cryptic gene flow corresponds to GFO events that have
been falsely attributed to GFI events (Devlin and Ellstrand 1990).

Using the genotypes of the 349 trees at the six microsatellite loci, we generated
10,000 random offspring. In set 1, each offspring had a father among the 349
trees, randomly chosen, with selfing possible (GFI). In set 2, each offspring was
constructed by randomly picking a mother and a gamete in the mother and by
selecting the second allele at each locus at random, according to their frequency.
Fathers of these offspring were assumed not to be among the 349 genotyped trees
(GFO). Genotyping error (0.1%) could be included in the simulation. The
potential fathers giving the highest LOD scores were recorded and the



distributions of these LOD scores were plotted. We compared the distributions of
LOD scores of the most likely father of the offspring from set 1 with those of the
offspring from set 2. In order to minimise type I and type II errors, thresholds of
LOD scores were chosen at the intersection of the two distributions. The test was
applied to simulated data, to check the proportion of correct decisions made

(Gerber et al. 2000).

Pollination pattern

Pollination efficiency depends on insect activity and individual floral contribution,
tree distances, and the dominant wind direction. Male mating success, as a
function of distance, was analysed by subdividing the neighbourhood of a
maternal tree into increasing nine metres distance classes. This distance was
chosen in accordance with the size of the seed orchard and because spacing
between trees was three metres. The offspring fertilised by such or such father are
entered in the class corresponding to the distance between the two parents. The
offspring fertilised by paternal trees were included in each distance according to
the maternal tree. The number of pollinating male parents was compared with the
potential number of trees. Comparisons were made using a one-tailed Mann-
Whitney-Wilcoxon test of the null hypothesis that no distance restriction applies

to pollination.

Results

Six microsatellites were used to screen the diversity of 973 E. grandis genotypes.
They correspond to the seed orchard 349 trees, the parental population, and 724

seedlings harvested on thirty parental trees.



Genetic diversity of the parental populations

Table 1

Diversity parameters for six microsatellite loci, exclusion probability (EP) and
identity probability (IP) for parental populations are reported in table 1.
Microsatellite markers were highly polymorphic for the parental population with a
total of 101 different alleles. The number of alleles per locus (A,) ranged from 10
(Embral9) to 21 (Embra06) with a mean of 16.8. The effective number of alleles
(A.) reflects the difference in polymorphism between microsatellite loci. Values
of parental A, varied from 2.9 to 8.3 with an average of 5.2. The observed
heterozygosity (H,) ranged from 0.47 (Embral5 and Embral9) to 0.84 (Embra06
and Embral0). Deviations from Hardy-Weinberg expectations measured as the
heterozygote deficiency (F) showed a statistically highly significant
heterozygosity deficit (0.1352). High exclusion probability (EP = 0.9970) and low
identity probability (IP = 0.000132) confirm that 6 microsatellite markers are
enough, under our conditions, for paternity assignment. A LOD score threshold of

4.7 was considered sufficient to choose a potential parent as the true father.

Genetic diversity of the offspring populations

Table 2

Diversity parameters for six microsatellite loci and exclusion probability (EP) and
identity probability (IP) for offspring populations are reported in table 2.The allele
number per locus ranged from 14 (Embral5 and Embral9) to 20 (Embra06) with
a mean of 16.5. Values of offspring A, varied from 2.9 to 7.4 with an average of
4.1. As for the parental populations, the F value for the progeny population
showed a statistically highly significant heterozygosity deficit (0.0855) and the

locus Embral5 has the maximum and statistically highest significant values.




Paternity assignment

Table 3

Results of paternity assignment for 30 progenies are recorded in table 3. The 724
plants correspond to seeds harvested on 30 maternal trees for which sample sizes
varied from 11 to 60 plants. Depending on the mother, the frequency of
allopollination varied from 72.7 to 100 and averaged 96.7%. The outside pollen
rate was deduced from the percentage of progenies whose paternity was not
determined inside the seed orchard. On average, gene flow by pollen inside the
orchard was 60.8%, ranging from 30.4 to 73.7% depending on the mother. It was
39.2% outside the orchard - ranging from 26.3 to 69.6%.

Figure 2

If we consider the 440 seedlings fathered by male parents from the seed orchard,
199 trees (56%) participated as pollen donor. Among identified pollen donors,
103 (51.7%) fathered two or more progenies. The maximum was 12. For a given
male parent, the mean contribution reached 2.1 offspring. Each of them had 1 to 7
partners on 30 maternal trees and half of paternal trees (49.7%) were involved in

only one mating event (fig. 2).

Table 4

In table 4, we reported the family and provenance ratio for parental and identified
populations. Five provenances (11 families) composed the seed orchard. Unequal
contributions were observed for pollen donors for families 3 (Andranokobaka), 9
and 10 (Ravenshoe). Families 9 and 10, with a ratio near 0.5, were under-
represented in the observed pollen cloud; conversely, the family 3, with a ratio of
2.02, was over-represented. In the observed pollen cloud, the borderline trees

contributed 30% of the potential male population.




Pollination patterns

Figure 3

The geographic distributions of pollen donors are presented for 8 maternal trees
(fig. 3). Within the seed orchard, the pollination pattern did not seem to have a
particular direction. The distribution behaviour of pollen donors for each maternal
tree seemed to be independent of their position in the seed orchard. Nevertheless,
distances between the maternal tree and the pollen donor were similar to the size

of the seed orchard.

Figure 4

The distributions of potential vs identified male parents, as a function of distance
from the maternal tree, are illustrated in fig. 4. Even if there were statistically
significant deviations between expected and observed distributions for two
mothers (17 and 24), all the maternal data showed that there was not a statistically
significant excess of neighbouring pollinating parents in comparison with the
potential pollen donors. Based on the relative position of paternal trees and
maternal trees within the seed orchard, the mean distance of pollination was 32
metres with a maximum value of 85 metres. The pollination mean distances for
each maternal trees depended on their place in the seed orchard because the
relative mean distance for a tree near the borderline was greater than for a tree in

the central zone of the seed orchard.

Discussion

Microsatellite markers were used for paternity analysis of 349 Eucalyptus parental
trees located in a Malagasy seed orchard. Microsatellite markers appeared to be
powerful tools for tracing pollen flow in this context. Results showed that the
overall outcrossing rate was high (96.7%) with little differential contributions
according to family and provenances. In the seed orchard, half the paternal trees

participated in pollination for thirty progenies (440 individuals) and no particular
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pollination direction was observed. Nevertheless, the pollen flow from outside the

stand reached nearly 40%.

Reproductive behaviour inside the seed orchard

The use of 6 Eucalyptus microsatellites gave high exclusion and high identity
probabilities. These observations confirmed that a few microsatellite markers
were enough for paternity assignment. As shown for some other species, the large
number of low-frequency alleles and their distributions, typical of microsatellite
loci, positively influence the exclusion probabilities (Dow and Ashley 1998;

Streiff et al. 1999; Kameyama et al. 2000; Konuma et al. 2000).

The overall outcrossing rate was high (96.7%) with no neighbouring effect. On
the female side, it could be argued that a sample of 30 progenies, 10% of the 349
potential trees, is unrepresentative of the totality. But, on the male side, more than
50% of potential male parents contributed to the 362 identified matings. If we
examine the results at the level of families or origins, the parental population
contribution was slightly unequal. Paternal trees from families 9 and 10,
Ravenshoe provenance, were under-represented in the pollen cloud. Unpublished
data seems to indicate phenological problems, those families flowered later than

other provenances.

Few studies concern data on outcrossing rate in Eucalyptus seed orchards. In
addition, plantations and establishment conditions (density, height, genotype and

random unrelated neighbouring) could modify outcrossing rate (Moran et al.

1989).

In seed orchards, Sato and Mori (1996) reported slightly lower values for

E. grandis (tn = 87.2%) but Moran et al. (1989) obtained higher values for

E. regnans (tn, = 91%). Concerning E. globulus, the outcrossing rate varied
according to stand density. The value was near 100% in closed forest but at a
lower density (1 tree per hectare) individual values decreased from 81% to 48%

(Hardner et al. 1998).
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In natural populations, the outcrossing rate seemed lower than in seed orchards.
Few studies have reported this rate for E. grandis in exotic conditions but data
were reported for other species. Moran et al (1989) found 74% in an E. regnans
natural population. For E. citriodora, Yeh et al. (1983) reported an outcrossing
rate of 85% estimated with isozymes. For E. urophylla, Gaiotto et al. (1997)
estimated around 90% with RAPD and AFLP markers.

The within-tree harvest location or the relative size of the trees could modify the
estimation. Moran and Brown (1980) showed that, usually, the viability of seeds
resulting from self-pollination was lower and the estimated outcrossing rate
increases with seed maturity. Consequently, it is possible that the true degree of
outcrossing in the seed orchard may be lower because a part of the inbred seeds
did not germinate or have a lower viability. This could be important from a basic
point of view but could be easily managed with microsatellites. Seeds are
harvested preferentially from the bottom of the canopy. It will be interesting to
control the outcrossing rate variability due to the different capsule positions in the
crown. Different levels constitute the canopy and pollen flow may differ from one
level to another. In natural forest, Patterson et al. (2001) reported a lower
outcrossing rate for suppressed trees than for dominant trees. Crosses could
preferentially occur into the bottom or top of the canopy. It would be interesting
to verify whether the most accessible seed is the most inbred and if seeds result

from crosses into this part of the canopy.

Reproductive behaviour outside the seed orchard

The pollen flow from outside the stand reached nearly 40%. Clearly, the seed
orchard was not spatially isolated from other populations and a high proportion of
alien pollen flow was found. The percentage of individual contamination by alien

pollen varied from 26.3 to 69.6%.

The small orchard area is one of the main reasons for these observations.
Contamination rate is probably linked to seed orchard area because the seed
orchard length was smaller than the potential distance of pollination. The nearest

pollen sources were the E. robusta test (interfertile with E. grandis) and the
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E. grandis seed orchard located 100 and 400 metres away, respectively. Other
sources, essentially of E. robusta, were situated at one kilometre. Grosser et al.
(2001) reported a contamination rate of 5% in an E. nitens Australian seed
orchard, but the experimental conditions were not described. The presence of bees
in the area also suggested that pollen could be carried several kilometres and be
exchanged in the hive (B. Vaissiere, personal communication). Microsatellite
markers helped to demonstrate that long-distance pollen flow within populations
is relatively common for wind-pollinated species (Dow and Ashley 1996; Streiff
et al. 1999) and insect-pollinated species (Chase et al. 1996; Horskins and Turner
1999; Konuma et al. 2000).

These results are not exceptional and such a phenomenon is frequent. The
contamination rate for a pine seed orchard ranged from 14 to 74% (Pakkanen et al.
2000). A common trend, among oak studies, is a high percentage (50-70%) of
offspring with male parents outside the study sites (Dow and Ashley 1998; Streiff
et al. 1999). Konuma et al. (2000) studied a low-density stand of insect-pollinated
(by stingless bees or Apis spp.) Neobalanocarpus heimii. They found an alien
pollen rate of 29%, ranging from 21 to 69%. The estimated average mating
distance exceeded 500 metres. Using a similar approach, Kameyama et al. (2000)

estimated 20 to 30% alien pollen for Rhododendron metternichii.

In conclusion, even if we estimated that the high contamination rate was related to
the small size of this seed orchard, and we suspected preferential mating within
early or late flowering trees and within dominant or suppressed trees, “panmixia-
like pollination” can be assumed. In addition, the study showed that it is possible
to identify the paternal origin of young plantlets before planting. This enables the
breeder rapidly to create a "true" panmictic population with an equilibrium
between the different genotypes and populations by excluding plants from self-
fertilisation, related individual crosses, or with a paternal origin outside the seed

orchard.
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Figure legends

Fig. 1 Map of the Eucalyptus grandis seedling seed orchard. Spatial distribution and family
description.

Fig. 2 Distribution of male contributions (total number of fathers = 199). Each bar corresponds to
the number of times a pollen donor pollinated a mother tree.

Fig. 3 Distribution of pollen parents within the seed orchard (84 by 72 metres) for eight maternal
tree progenies (1, 10, 13, 15, 17, 23, 24, 28). Open circles (0) indicate pollen parents. Lines
indicate pollen flow to the maternal tree. Line thickness is proportional to the number of successful
pollen grains of the paternal tree. Arrows with %: percentage of offspring from a parent identified
outside the seed orchard.

Fig. 4 Potential (white bars) and pollinating (black bar) male parent distributions as a function of
the distance to the four maternal trees (A: 10, B: 13, C: 17, D: 24) and all thirty maternal trees (E).
One-tailed Mann-Whitney-Wilcoxon tests were applied to the shift to the left observed in the
potential distribution (restriction caused by the distance), in the distance classes. Mother trees 17
and 24 both show a statistically significant deviation between potential and effective distributions

at the 5% level.
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Family Provenance Country Effective size %
1 Andranokobaka Madagascar 31 8.9
2 Andranokobaka Madagascar 30 8.6
3 Andranokobaka Madagascar 22 6.3
4 Atherton Australia 35 10.0
5 Atherton Australia 9 2.6
6 Tinaroo Australia 16 4.6
7 Tinaroo Australia 13 3.7
8 Tinaroo Australia 17 4.9
9 Ravenshoe Australia 26 7.4
10 Ravenshoe Australia 34 9.7
11 Paluma Australia 9 2.6
Borderline trees - - 107 30.7
349 100.0
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Table 1 Diversity parameters for six microsatellite loci, exclusion probability (EP) and identity

probability (IP) for parental populations. (A,, A.: observed and efficient number of alleles, H,, H.:

observed and expected heterozygosity, F = 1-(H,/ He)).

Locus A, A H, H, F EP IP
Embra06 21 64 0.8420 0.8446 0.0031™ 0.698 0.039586
Embral0 14 7.7 08391 0.8705 0.0361 ™ 0.738  0.029648
Embrall 17 34 06185 0.7062 0.1242° 0.519 0.106655
Embral3 19 2.6 07049 0.6163 -0.1494™ 0424 0.167533
Embral5 20 83 04737 0.8813 0.4624 0.761 0.024531
Embral9 10 29 04770 0.6578 0.2749 0.435 0.152592
Alllocus 16.8 5.2 0.6592  0.7623 0.1352" 0.997 0.000132

Level of significance: ™=p>0.05, = p<0.05,  =p<0.01
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Table 2 Diversity parameters for six microsatellite loci, exclusion probability (EP) and identity
probability (IP) for offspring populations. Diversity parameters for six microsatellite loci in
offspring population (A,, A.: observed and efficient number of alleles, H,, H: observed and

expected heterozygosity, F = 1-(Hy/ He)).

Locus A, A, H, H, F

Embra06 20 52 0.7375  0.8076 0.0891 ™
Embral0 17 74 0.8584  0.8660 0.0081 ™
Embrall 17 3.3 0.6481  0.6965 0.0695 ™
Embral3 17 27 07431 0.6260 -0.1871™
Embral5 15 5.0 0.5129  0.8009 0.3596
Embral9 14 2.9 0.5793  0.6620 0.1249 ™
All locus 165 4.1 0.6799  0.7435 0.0855

Level of significance: ®=p>0.05, = p<0.05, ~=p<0.01



Table 3 Result of paternity assignment for 30 progenies (N: number of analysed seedlings, N;:

number of seedlings matching a male parent in the seed orchard, N,: number of seedlings resulting

from selfing, t,,: outcrossing rate, N3: observed male number).

Maternal tree Family N N; Ny/N (%) N, tn (%) N;

1 1 20 13 65.0 2 90.0 12
2 10 23 7 304 1 957 17
3 1 20 13 65.0 0 100.0 10
4 3 11 6 545 0 1000 6
5 8 18 13 722 0 100.0 13
6 1 19 12 632 0 100.0 11
7 2 20 13 65.0 0 100.0 12
8 9 19 14 737 1 94.7 13
9 4 20 11 55.0 0 100.0 10
10 8 50 26 52.0 0 100.0 24
11 2 20 9 450 0 1000 8
12 4 20 9 450 0 1000 7
13 2 48 23 479 1 97.9 21
14 4 22 16 727 2 909 8
15 8 18 15 833 0 100.0 12
16 1 18 8 444 0 1000 8
17 7 60 39 65.0 1 98.3 31
18 9 19 9 474 0 1000 8
19 4 20 13 65.0 0 100.0 10
20 8 19 14  73.7 0 100.0 14
21 3 20 14  70.0 0 100.0 13
22 3 19 10 526 0 100.0 10
23 4 22 15 682 0 100.0 13
24 1 60 41 683 1 98.3 21
25 1 19 12 63.2 0 100.0 12
26 2 20 13 65.0 1 95.0 10
27 3 19 14 737 5 737 8
28 2 19 14 737 2 89.5 12
29 4 20 12 60.0 1 95.0 12
30 3 22 12 545 6 727 7
Total 724 440 - 24 - 199
Average - - 608 - 96.7
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Table 4 Family and provenance ratio for parental and male identified populations. Ratio was
calculated as the frequency of the family (or provenance) for the identified male population

divided by the frequency of the family (or provenance) for the parental population.

Provenance Provenance Family Family
level identification  level

Andranokobaka 141 | 116
2 1.23

3 2.02

Atherton 0.95 4 1.03
5 0.65

Tinaroo 1.18 6 1.78
7 0.65

8 1.02

Ravenshoe 0.47 9 0.53
10 0.42

Paluma 1.11 11 1.11

Borderline trees  0.90 0.90




Article soumis

Evidence of differential reproductive contributions
among five genetic origins in a Malagasy Eucalyptus
grandis seed orchard: consequences for seed
production.

(Soumis a Theoretical Applied Genetics)



Chaix
consequences


Evidence of differential reproductive
contributions among five genetic origins in a
Malagasy Eucalyptus grandis seed orchard:

consequences for seed production.

G. CHAIX,' P. VIGNERON,? V. RAZAFIMAHARO,' AND S. HAMON *

! Cirad-forét/Fofifa, B.P. 745, Antananarivo 101, Madagascar
2Cimd—forét, Campus de Baillarguet TA 10C, 34398 Montpellier Cedex 5 France

IRD Montpellier, 911 Avenue Agropolis, 34032 Montpellier Cedex France

Communicating author G. Chaix, e-mail: gilles.chaix@cirad.fr, Tel.: 261-3207-84229, Fax: 261-
2022-20999

Abstract Seed orchards are the most common and cost-effective means of providing a stable
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information for investigating the potential genotype contribution of seed orchards. The aim of this
work was to analyze, in a Eucalyptus grandis seed orchard, the potential phenological impact of
the different provenances' reproductive behavior on the final seed sample composition. As for
vegetative growth, the results showed a good flowering adaptation expressed by a high flowering
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Introduction

In Madagascar, fast-growing eucalypts were established, via the introduction of
Eucalyptus grandis genetic resources and the use of seed orchards, to supply
smallholders with locally improved varieties adapted to local market requirements
(Lebot and Ranaivoson 1994, Chaix and Ramamonjisoa 2001). To ensure a long-
term genetic gain, the seed orchard procedure requires that breeding populations
have a large genetic diversity and a low consanguinity level. This mean gene
exchange is effective between origins introduced from different natural area and

local races.

Eucalyptus species are known to have a good and a constant flowering cycle but,
depending on the year, abundance or paucity may occur (Dale and Hawkins 1983,
Setterfield and Williams 1996, Law et al. 2000). E. grandis is monoecious with a
slight protandry. The stigma becomes receptive three to four days after anthesis.
This mechanism, which largely prevents self-pollination at the single flower level,
is less effective at the tree level because flowers are asynchronous along branches.
The Eucalyptus do not express specificity regarding the pollinating insects (Pryor
1976, Hingston and Potts 1998). Nevertheless, in some countries, to enhance seed
production, honeybees were introduced in Eucalyptus fields. By lowering flower
abortion they increased the outcrossing rate and helped to obtain a greater seed

ratio per capsule (Moncur et al. 1993, Hardi and Kanso 1995, Moncur et al. 1995).

In the design of a seed orchard, the major problem is mastery of the reproductive
sequences. Deviation from the panmixia model, through incomplete flowering
synchrony or any other problem, could reduce the efficiency of seed orchards and
lead to: 1) an unbalanced contribution of genitors to the next generation; ii) low
effective population size; ii1) preferential mating within early or late flowering
populations; iv) self-fertilisation and or pollination by alien pollen. Deviation
from the panmictic situation will produce both an unexpected low genetic gain

and a reduced genetic diversity (Kang and Lindgren 1998, Plomion et al. 2001).

Behind this simple formulation, there are a lot of biological constraints that must

be evaluated and managed. They include those related to the spatial architecture
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inside the seed orchard - relative growing, crown development, light competition -
the diversity in flowering traits - relative phenology, pollen vector activities,
pollen flow, intra- and inter-self-sterility - and the impact of ecological conditions

and climatic variations (Moncur and Boland 2000).

The aim of this work was to analyze the potential impact of the different
provenances' reproductive behavior on the final seed sample composition.
Reported observations focused on the relative parental contribution in the seed

orchard and the analysis of differences between provenance contributions.

Materials and methods

Study site and seedling seed orchard composition

The E. grandis SSO (seedling seed orchard), established in 1987, is located in
eastern central Madagascar (latitude: 18°07S, longitude: 48°13W, about 900 asl).
The mean annual air temperature is 19°C and summer rainfall around 1,500 mm
(January to April) with fine drizzle during winter (from July to September). The
adjacent vegetation is savanna, a Pinus plantation and some Eucalyptus or Acacia
plantations nearby. At the time of the study, the mean height of ten-year-old trees

was around 22 meters, with a mean diameter at breast height of 25-30 cm.

Figure 1
Table 1

The SSO encompasses 12 open pollinated progenies of four Australian
provenances and one Malagasy. A single tree plot design with 40 replicates of the
12 progenies was used (fig. 1). The altitude of the Australian provenances and the
Malagasy provenance is between 800 and 940 meters and similar to that of the
Paluma study site situated furthest south of the natural area (table 1). The
Andranokobaka provenance is located 2 kilometers from the study site and the

origins of mother trees were, respectively, Atherton and Ampamaherana




(Madagascar) from provenance test E. grandis established in 1974. After the
thinning performed in 1992, the population comprised 242 trees in the central plot
for 11 families (one family was totally eliminated) and 107 trees (mixing of 6

families) in borderlines (fig. 1, table 1).

Flowering phenology observations

The flowering status of the 242 central trees was assessed during five flowering
seasons, from 1997 to 2001. We have only the individual flowering event for
1997 and 1998. From early April (day 95) to early September (day 254), i.e. from
the first to the last flowers, the SSO was visited one to three times a week, in
accordance with flower occurrences. Because of the difficulty of quantifying the
number of flowers per tree, a tree was considered as flowering when opened
flowers were clearly identifiable within the crown: each tree was then scored as 0
(without) or 1 (with). Data were recorded in a (0,1) matrix with individual trees

and years as rows (242 x 3) and days of assessment as columns (159).

Figure 2
Figure 3

Because the annual flowering dynamics were equal between three years (fig. 2),
we divided the flowering seasons into six classes: class A: ]95-115], class B:
[116-131], class C: [132-161], class D: [162-177], class E: [178-203] and class F:
[204-254]. The class limits correspond to thresholds of 30, 60, 60, 30 and 10% of
flowering trees (fig. 3). Each tree from the central plot was scored from A to F
based on the classes in which flowers were observed. This approach allowed a

comparison of the average phenology of the provenance and families.




Expected pollen cloud and variation along the flowering

period

We hypothesized that the contribution of a tree to the pool of male gametes and to
the pool of female gametes is identical and is estimated by the duration of the
flowering.

Dy, : is the duration (in days) of flower occurrence for tree i of provenance |

during the period k

ZDW{ : total duration of flower occurrence for provenance j during period k.

Z Z D, : total duration of flower occurrence during period k
J i

(1) P,= z Dy / Z Z D, : relative contribution to the pollen cloud or the
i J i

ovule population from provenance j during period k (with }; Pjx = 1)

The probability of mating between two trees from two provenances during period

k, assuming that there is self-fertilization and no preferential mating, is:

(2) Cu= P}i (intra-provenance matings)

3) C,« =2P, xP,, (inter-provenance matings)

4  with) C, +> C,y =1
The annual contribution for provenance j was calculated by:

N, : flowered tree effective from provenance j for period k

Z N, : total flowered tree effective during period k
J
N,/ Z N, : representation of provenance j for period k
J

(5) Cu=WNN,/ z N, )?: intra-provenance mating occurrence for period k
J



(6) Cin =2(N /z N (N ;4 /z N, ) : inter-provenance mating
j J

occurrence for period k

Z:Nj,c /zz N, : weight of period k
J jok

(NC;+Cy :Z((ZNjk /ZZNjk)XC,;/kHZ((ZN/k /ZZN%)XC;}%):

annual contribution for j’th provenance assuming that there is no mating between

the two periods.

Statistical analysis

Annual variations in flowering characters were assessed by ANOVA. The
beginning, the end and the duration of flowering were assessed by a series of
three-way mixed models using the GLM procedure with SAS version 6.12 (SAS
1989-1996), with factors: block, provenance and family in provenance. The
multiple comparisons by Newman and Keuls tests were undertaken after
ANOVA. Individual estimates of flowering characters for the three-year
observation were subjected to analysis of variance according to the following

model:

®)  Yig=n+y ty, fotey
Where Y is the trait value of the tree in the k™ block in provenance j in family i,
u is the overall experimental value, y, denotes the effect attributed to the it
family hierarchies in provenance, y; is the effect of provenance j, a, is the effect
associated with block k and ¢, is the residual of Yjx not accounted for by any the

preceding terms. All effects except for the overall mean are considered to be

: : 2 2 2 2
random effects with variances o7, , 0,, 0, , 0.



Results

The overall seed orchard flowering behavior

Each tree bloomed over a period of 1 to 14 weeks, with an average of 7-8 weeks.
Three consecutive years of seed orchard flowering tree percentages are reported in
fig. 2. The flowering used to start in early April (around day 100) and finished in
late August (around day 240) with a maximum between late May and early June.
The overall profile was similar for the 3 years, with differences mostly occurring
in the percentage. At day 135 it reached 90% in 1999 but only 65% in 2000 (after

a partial fire in November 1999) with an intermediate value of 80% in 2001.

These data clearly indicated that the flowering peaks and the curve shapes were
similar year by year. On this basis, we assumed that it was possible to merge the
data and to calculate the flowering mean for the 3 years. The result is shown in
fig. 2 where we also split the phenomenon into 6 phases (A to F) corresponding to

the threshold of 30, 60, 60, 30 and 10% of flowering trees.

Specific behavior of several provenances and families

Table 2

Provenance and family behaviors, from 1997 to 2001, are reported in table 2. The
provenance flowering percentages ranged between 64 and 100%, with a low inter-

annual variability.

Table 3
Table 4

Results of a detailed analysis of variance for flowering start, flowering end and
flowering duration were conducted over three years for five provenances

corresponding to 11 families (table 3). Dates of flowering start and end showed a
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significant or highly significant provenance effect during the three years of
observations. The Andranokobaka and Atherton trees appeared significantly more
precocious while those of Paluma were late (table 4). The results showed no intra-
provenance differences. In general, there were no inter-provenance differences in
flowering duration. A significant difference was only recorded, in 1999, for

Paluma, which had a longer flowering duration.

Expected pollen cloud composition according to flowering

phase

The potential contribution to the pollen cloud for one season was given by the
effective size and contribution of each origin, in terms of flowering trees/day.
From one year to another, we did not observe any deviation from the potential
contributions, which were Andranokobaka (35%), Atherton (20%), Tinaroo
(20%), Ravenshoe (20%) and Paluma (5%), in accordance with their effective size

in the seed orchard.

Figure 3

According to the annual overall flowering behavior, we defined six flowering
phases (A-F). Fig. 3 shows the probabilities of co-flowering within and between
provenances giving a view of putative crosses within and between origins. During
phases A and B, cross-probabilities were maximum within and between the
Andranokobaka and Atherton origins, more than 50%. The situation appeared
more balanced during phases C and D when Tinaroo and Ravenshoe trees were
also involved. At the end, during phases E and F, there was a disequilibrium
involving Ravenshoe and Paluma. In conclusion, there was no global difference
between the three years but there was a real risk of co-flowering among the
provenances. Our results show that the phenological differences within the seed
orchard are repeated identically year on year. This potentially reflects the

existence of preferential crosses, depending on the period of flowering.




Discussion

In the ecological conditions of Madagascar, phenological observations were
carried out over three consecutive years in a seed orchard of E. grandis. The
results showed good flowering levels with similar behavior for the three years.
Nevertheless, constant differences were observed according to origins, suggesting

possible pollination bias.

Overall flowering behavior of Eucalyptus grandis seed

orchard in Madagascar

In this seed orchard, the flowering period started in April and finished in early
September, with similar patterns over three years. For such trees, vegetative
growth and the reproductive phase are associated with seasonal changes in
climatic conditions such as temperature, rainfall, day length, and solar radiation.
In Madagascar, the general climatic conditions in the experimental site were
similar to those occurring in the northern part of the natural area of E. grandis
(Central Queensland). In this kind of seasonal climate - 1500 mm of summer
rainfall - the exotic E. grandis is expected to flower during the summer season
with reduced vegetative growth (Law et al. 2000). The E. grandis flowering
season occurs towards the end of the growing period from late summer to winter,
1.e. April to August with few trees displaying flowers in March or September. In
Australia or in South Africa, under the same conditions, the flowering occurs at
the same period (Hodgson 1976, Law et al. 2000, Jones and van Staden 2001).
This was the situation observed in our experiment, consequently, E. grandis

flowering behavior in Madagascar could be considered as normal and regular.

In the SSO, trees were observed when they were 10 to 14 years old. They could be
considered as sexually mature before 10 years. The five-year survey clearly
showed very similar flowering dates with a maximum occurring in May.
According to the year, from 70 to 95% of the population flowered. This could not
be considered as particular abundance or paucity. If we refer to Ashton (1975),
this case, at a population level, could be the result of rare coincidence of
independent individual tree cycles. Some authors showed that cycles of high and
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low flowering intensities occurred as well as variation in the number of plants
involved during long observation periods (Dale and Hawkins 1983, Setterfield
and Williams, Law et al. 2000). The SSO situation was good during the last 3-5
years and certainly harvesting on 10-year-old trees should be recommended to

breeders.

Flowering asynchrony among origins

Early and late flowering origins were clearly demonstrated. Atherton and
Andranokobaka flowered early while Paluma was late. This behavior, if not taken
into account, could bias the SSO strategy. Eucalyptus are known for their within-
species variability in the flowering patterns (day of first, maximum, last and total
flowering period length) of individual trees (Beardsell et al. 1993, Florence 1996),
although few detailed or long-term phenological studies (as Dale and Hawkins

1983 or Law et al. 2000) have been published.

These provenance differences, plus their constancy over the years, suggest a
strong genetic control of flowering traits, probably related to ecological
adaptation. The Paluma origin, unimproved, was recently introduced. Its poor
development and delayed flowering were certainly due to poor adaptation to local
conditions. In contrast, Andranokobaka was harvested on Atherton mother trees
located in a nearby provenance test area. The previous selection, based on growth
character, has certainly influenced, more or less directly, the selection for
precocious individuals. This characteristic enhanced precocious trees, because the
applied selection rate is lower and it tends to be globally dominant. This
precocious pattern could have been increased by a greater access to the light as
suggested by House (1997). In conclusion, it is very important to integrate this

differential behavior when constituting SSO and then the seed samples.
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The improvement of the SSO seed sample

The main objectives of the SSO procedure are to assure maximum intercrosses
among origins but it is difficult to manage this without objective characters such
as molecular markers.

In order to survey gene flow within this SSO, Chaix et al. (in press) performed
paternity test analysis on 724 plantlets from a harvest carried out on 30 mother
trees. The results showed, for this sample, a large pollen donor contribution (199
on 349 genitors) and therefore a good genetic admixture. A 97% outcrossing rate
with a large portion (39%) of pollen coming from outside the SSO was recorded.
In addition, a reproductive bias, involving inter-origin preferential mating, was
suspected. Origins of Malagasy provenance were over-represented while those of
the Ravenshoe provenance were under-represented. These results could be
explained on the one hand by the great number of progeny fathered by trees of
Malagasy provenance and on the other hand by the late differential flowering
behavior. A greater number of harvests were done on Andranokobaka trees
because their phenology was closer between trees of the same provenance. The
Paluma was under-represented both because of its late flowering and low
frequency in the SSO. In addition, the high flowering level of the SSO confirmed

the observed genetic admixture, with molecular markers and paternity analysis.

Consequences for seed orchard and selection scheme

management

The seed orchard is a common way of producing improved varieties cheaply.
Eucalypts, with large numbers of flowers visited by a wide range of pollinator
taxa and preferential outcrossing mating system, is particularly adapted to
orchards. Genetic improvement through breeding seedling seed orchards could be
achieved through genetic thinning and/or selective harvesting, applying selection
to both sexes or only to the seed's parents. Especially when exotic trees are
considered, knowledge of phenology is needed to ensure mating between
genotypes. Even though phenology processes are largely controlled by local
climatic conditions, response to seasonal variations could change from genotype

to genotype, leading to early, normal or late flowering trees. Consequently,
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generation-to-generation, this could progressively disconnect early and late
flowering cohorts. In such conditions, random mating will not be ensured and the

expected genetic gain will never be achieved.

This is of particular importance when crosses between origins are expected. The
building up of a breeding population, both encompassing broad genetic diversity
and providing improved traits such as growth, stem form and wood quality, could
be improved when desirable traits are picked from a wide range of provenances
with specific flowering habits. Even though the heritability of flowering traits
remains largely unknown, phenology data could be used, in addition to
economically desirable traits, as a conservative strategy to select appropriate
parental genotypes for commercial seed production and breeding. Gene flow
between selected trees, as well as protection against pollen pollution, could be
enhanced by a combination of culling and selective harvesting, as demonstrated
by the E. grandis seed orchard. Individual trees could be ranked according to their
flowering period. The earliest and latest flowering trees are culled in order to
sharpen the flowering period in the next generation. The semi-early and semi-late
flowering trees are retained to ensure a heavy pollen cloud (so they participate to
the next generation as male parents), but must not be harvested as they potentially

catch alien pollen.

In conclusion, this study demonstrates that, in Madagascar, E. grandis is well
adapted to local environmental conditions regarding flowering habits. The overall
flowering behavior is regular with a sharp peaking of flower occurrence. The use
of the SSO strategy associated with open pollination, as a main process for
commercial seed production and breeding, is possible. Nevertheless, the behavior
of each origin must be accurately observed. It is of real importance to avoid
unbalanced contributions to the mating events. We suggest that seeds should be
harvested only on trees flowering during the peak of the season. Molecular
markers, according to the objectives and available funds, could help to monitor

part or all of the procedure.
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Figure legends

Fig. 1 Map of the E. grandis seed orchard.

Fig. 2 Flowering tree percentages in the seed orchard for three years and mean of flowering tree
percentage for three years. A, B, C, D, E, F periods were defined by thresholds of 30, 60, 60, 30
and 10% of flowering trees.

Fig. 3 Probabilities of co-flowering within and between provenances from seed orchards during
the six predefined periods (Andra: Andranokobaka, Ather: Atherton, Tinar: Tinaroo, Raven:
Ravenshoe, Palum: Paluma). The number of flowering trees was respectively 67, 143, 206, 138,

78, 24 for periods A, B, C, D, E, F.
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Table 1 Description of Eucalyptus grandis provenances.

Central plot

Border lines

Total effective

Provenance Country  Latitude S Longitude E Elevation (m) offective size  offective size size %
Andranokobaka Madagascar 18°56° 48°14° 900 83 93 176 50,4
Atherton Australia Qld 17°15° 145°42° 800 45 2 47 13,4
Tinaroo Australia Qld 17°11° 145°36° 900 46 0 46 13,2
Ravenshoe Australia Qld 17°42° 145°28’ 940 59 3 62 17,8
Paluma Australia Qld 19°00° 146°00° 900 9 1 10 2,8
Unknown - - - - 0 8 8 2,3
Total - - - - 242 107 349 100
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Table 2 Percentage of flowering trees for provenance and family over five years.

Provenance 1997 1998 1999 2000 2001

Andranokobaka 88 96 95 78 96

Atherton 87 89 89 76 98
Tinaroo 80 89 98 80 96
Ravenshoe 75 80 93 71 86
Paluma 67 89 100 67 89

Total 82 89 96 76 94




Table 3 Results of variance analysis for flowering character.

Source Flowering start  Flowering end Flowering duration
df F P F P F P

1999

Provenance 4 9.06 0.0001 11.87 0.0001 2.81 0.0270

Family (provenance) 6  2.12  0.0537 0.39 0.8867 0.56 0.5578

2000
Provenance 4 9.05 0.0001 3.32 0.0124 0.56 0.6945

Family (provenance) 6 3.09  0.0072 1.34 0.2429 1.45 0.1993

2001
Provenance 4 7.3 0.0001 10.89 0.0001 0.59 0.6724

Family (provenance) 6 0.90  0.4980 1.04 0.4003 0.76 0.6003
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Table 4 Mean comparison with Newman and Keuls test (flowering start and end are expressed as

day, flowering duration as day number, with the same letter they were not significantly different).

Flowering Flowering Flowering
Year Provenance
start end duration

Andranokobaka 118° 174 ¢ 56°
Atherton 125 176 © 51°
1999 Tinaroo 122 % 182 b¢ 58 °
Ravenshoe  131° 187° 53°
Paluma 126 204° 74°
Andranokobaka 121 °¢ 169 ° 42°
Atherton 128" 170 ° 36°
2000 Tinaroo 130" 181 432
Ravenshoe ~ 133° 181 % 38°
Paluma 147 181° 43
Andranokobaka 111 ¢ 162 49 °
Atherton 114 168 ¢ 51°
2001 Tinaroo  122% 175° 51°
Ravenshoe ~ 129° 178 ° 44°
Paluma 142° 205° 57%
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Annexe 2. Plan initial du verger a graines d’E. grandis situé sur la station d’Antsirinala

JNord
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Annexe 3. Plan et situation du verger a graines d’E. grandis au moment de 1'étude
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Annexe 4. Fréquences alléliques des six locus dans la population parentale

Locus Embra06 Embra10 Embra11 Embra13 Embra15 Embra19

1 0,0000 0,0044 0,0000 0,0044 0,0199 0,0044
2 0,2399 0,0000 0,0130 0,0044 0,0380 0,0039
3 0,0129 0.0000 0,5058 0,0344 0.0000 0,0000
4 0,0044 0,1307 0,0159 0,0143 0,0435 0,0287
5 0,0145 0,0043 0,1460 0,6017 0,1159 0,0963
6 0,0636 0,0000 0,0390 0,0544 0,2319 0,1868
7 0,0043 0,1796 0,0217 0,0501 0,0598 0,0115
8 0,2587 0,2011 0,0448 0,0100 0,0960 0,0000
9 0,0101 0,0287 0,1040 0,0444 0,1612 0,5302
10 0,1214 0,1149 0,0491 0,0000 0,0725 0,1336
11 0,0347 0,1135 0,0044 0,0044 0,0054 0,0057
12 0,0780 0,0474 0,0000 0,0044 0,0507 0,0049
13 0,0130 0,0920 0,0231 0,1332 0,0236 0,0000
14 0,0058 0,0417 0,0275 0,0072 0,0036 0,0000
15 0,0592 0,0086 0,0044 0,0043 0,0038

16 0,0405 0,0072 0,0054 0,0215 0,0580

17 0,0159 0,0287 0,0049 0,0044 0,0054

18 0,0101 0,0000 0,0044 0,0129 0,0048

19 0,0202 0,0044 0,0049 0,0036

20 0,0044 0,0044 0,0036

21 0,0039 0,0036

22 0,0054

Souligné : alléles absents dans la population parentale et présents dans la descendance
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Annexe 5. Evolution des coefficients de variation intra famille de la hauteur, de la circonférence, de la
surface terriére individuelle et du volume au moment de I’éclaircie
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Annexe 6. Evolution de la variabilité intra famille de 27 2 156 mois de la hauteur, de la circonférence et du
volume
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Annexe 7. Cartes de dispersion pollinique pour les 30 arbres-méres
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Distributions des péres potentiels et des péres observés - Un test de comparaison de Mann-Whitney-Wilcoxon
est utilisé pour observer le décalage vers la gauche de la distribution des peres observés. Les arbre-meres 136 et 195
présentent des déviations significatives au seuil de 5% entre les deux distributions des peres potentiels et observés
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Annexe 8.

191 146,20 : 148,21 : 154,22 : 174, 23 : 182, 24 : 195, 25 : 201, 26 : 202, 27 : 209, 28 : 213, 29 : 225, 30 : 239)

Plan de P’essai de descendances d’E. grandis situé sur la station de Mahela (1:1,2:4,3:10, 4:
12,5:24,6:26,7:39,8:52,9:68,10:76,11:86,12:93,13:107, 14 : 115, 15: 124, 16 : 125, 17 : 136, 18 : 142,

X | X | x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x|[XxX[X|x|XxX|XxX]|XxX|X]|XxX|XxX|XxX]|x|x|x|Xx|Xx]|x]|x]|x]|x
X | x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x|x|x]|x|x|x|x|x]|]x]|x]|x]|X
x | x |30|30(30|30|30|27|27(27|27|27]|22|22(22|22|22|16|16|16|16| 16|17 |17 |17|17|17]|20|20|20|20 |20
x| x|15|15(15|{15|15|19|19(19|19|19| 6 | 6 | 6 | 6 | 6 | 26|26 |26|26| 26|18 | 18| 18| 18| 18|14 | 14| 14|14 | 14
X | x]29/29(29(29|29| 5|5 |5 |5 |51 |11 11|11 ]1]1]1]1]9]9]|]9]|]9]|9]10[10|10]|10|10
x| x| 4| 4|4]|4)]4)1212(12]12|12]25|25|25|25|25|13|13|13|13|13|23|23|23|23|23|21|21|21|21|21
X | x| 3|3|3|3|3)|28/28/28(28|28|7 |7 |7 |7 |7|24|24(24|24|24|8 |8 |8 |8|8|2]2|2|2]2
X | x |28|28|28|28|28|30|30(30|30|30]|23(23(23|23|23|22(22(22|22|22|25|25|25|25|25(|21|21|21|21|21
X | x|26/26(26(26|26| 1111 (11| 11| 111717 (17 |17|17]|19|19|19|19|19|15|15|15]|15]|15]|20|20|20|20 |20
X | x|\7 |77 |7|7|27|27(27|27|27| 6|6 |6 | 6|6 |18|18|18|18|18|29|29|29|29|29|14|14| 14|14 |14
X | x|10/10(10| 10| 10| 24|24 (2424|241 9| 9|9 | 9| 9|13[13|13|13 16|16|16 |16 |16 8 | 8 | 8 | 8 | 8
x| xfp2|2|2|2]2|12|12}12|12|12]1|1|1|1]|1]|]5|5|5|5|5|4|4|4|4|4|3]3|3|3]3
X | x|24|24|24|24]|24)|30|30|30|30|30]|27(27|27|27|27|26|26|26|26|26(16|16|16|16|16| 5| 5|5 |5 |5
X | x |29/29(29|29|29|22|22|22|22|22]|23|23|23|23|23|19|19|19|19|19| 6 |6 | 6| 6| 6|18|18| 18|18 |18
X | x f17 (17 (17|17 |17 2 | 2| 2| 2| 2]20(20({20|20|20| 11|11 |11|11|11]|15/15|15]|15]| 15|10 | 10| 10| 10|10
X | x|25/25(25|25|25|14 |14 (14|14 |14 3 |3 |3 |3 |3 |7 |7 |7 |7 |7|4|4|4]|4]|4]12]12]12]|12|12
x| xfg1|1][1][1]1]9|]9]9|9]|9]|28|28/28{28|28|13|13[13[13|13|21|21|21|21|21|8 |8 | 8| 8] 8
X | x |27 |27 (27 |27|27|25|25(25|25|25]|23(23(23|23|23|11|11|11|11|11]|29/29|29|29|29|14|14|14|14 |14
x| x| 6|6|6|6|6|19(19(19|19|19| 4 |4 | 4| 4| 4|15|15|15|15|15|10|10|10|10| 10|26 |26 | 26|26 |26
X | x|28/28(28(28|28|7 |7 |7 |7|7]22(22(22|22|22|1|1|1|1|1]|16]|16|16|16|16| 2| 2|2 | 2|2
X | x|24|24 (2424|2421 |21(21|21|21]|18|18|18|18|18]|30|30|30|30|30|12[12|12|12| 12|17 17|17 |17 |17
x| x|8|8|8|8|8|3|3|3|]3|3]2/2(20/20{2019|9|9]9|9]|5|5|5|5]|5]13]/13][13]|13|13
X | X | X | X[ X[ X | X| X | X[ X[ X|X| X[ X[ X|X|X|X]| X[ X]|X|X|X]|X]|X|X|X|X]|X]|X|X]|X
X | x| x| x| x| x| x| x| x| x| x|x|x|x|x|x|x|x|x|x|x|x|x]|x|x|x|x|x]|]x]|x]|x]|x

Emplacement d'un descendant de I'arbre mere n°7

15 |Parcelle unitaire de 5 plants

Nord

Bloc 1

Bloc 2

Bloc 3

Bloc 4

I:IArbre manquant



Annexe 9. Fréquences alléliques des six locus dans la population de descendants

Locus Embra06 Embra10 Embra11 Embra13 Embra15 Embra19

—_

0,0014 0,0000 0,0114 0,0042 0,0039  0,0015

2 0,2536 0,0043 0,0000 0,0014 0,0019 0,0015
3 0,0143 0,0014 0,4750 0,1287 0,0058 0,0015
4 0,0043 0,1382 0,0228 0,0545 0,0116 0,0682
5 0,0029 0,0057 0,1698 0,4210 0,2042 0,0450
6 0,0759 0,0043 0,0471 0,0657 0,2408 0,1742
7 0,0014 0,1567 0,0128 0,0308 0,0674 0,0203
8 0,2579 0,1610 0,0371 0,0140 0,2197 0,0015
9 0,0100 0,0470 0,1355 0,0573 0,0751 0,5080
10 0,0931 0,1011 0,0357 0,0042 0,0713 0,1640
11 0,0387 0,1211 0,0014 0,0112 0,0289 0,0044
12 0,1117 0,0812 0,0057 0,0042 0,0270 0,0029
13 0,0215 0,1097 0,0185 0,1720 0,0077 0,0015
14 0,0000 0,0214 0,0200 0,0042 0,0000 0,0058
15 0,0444 0,0057 0,0000 0,0056 0.0000

16 0,0444 0,0171 0,0057 0,0126 0,0328

17 0,0072 0,0228 0,0000 0,0084 0.0000

18 0,0086 0,0014 0,0014 0,0000 0.,0000

19 0,0043 0,0000 0,0000 0.,0000

20 0,0014 0,0000 0,0000

21 0,0029 0,0019

22 0,0000

Souligné : alléles absents dans la descendance et présents dans la population parentale



Annexe 10. Description des modifications apportées au dispositif de ’essai de descendances d’E. grandis
par rapport aux effets terrains

x |30|30|30|30|30)27|27|27|27|27)22|22|22|22|22416|16|16| 16| 16|17 |17 |17 |17 |17§20|20|20|20|20f x | x

x 151515/ 15| 15019(19|19|19|19] 6 | 6 | 6 | 6 | 6 |26 |26|26|26|26]18 18|18 |18 | 18|14 |14 |14 |14 |14] x | x

x§29129(29|29 /2945 |S5|5|5 |51y 11p1 1|11 119999931010 10({1010] x | x

x |28|28|28|28|28]30|30|30|30|30023|23|23|23|23022|22|22|22|22)25|25|25|25|25Q021 |21 |21 |21 |21 x | X

x 2626262626011 (11 (11| 11|11 17 |17 |17 |17 | 17§19 |19|19|19|19]15(15|15|15|15§20|20|20|20 |20 x | x

x 110 10| 10| 10| 10§ 24| 24| 24|24 240 9| 9|9 |9 | 913]13]13|13 16|16 | 16|16 |16 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | x| x

x 2424|2424 24130(30(30|30|30)27|27|27|27|27|26|26|26|26|26]16(16|16 16|16 5 |5 | 5|5 | 5] x| x

x §29]29|29|29|29022|22|22|22|22]23|23|23|23|23419|19[19|19|19]6 |6 |6 |6 |6 J18|18 /18|18 |18 x | x

x f17 |17 (17|17 174 2| 2 | 2| 2| 2]20|2020(20|20Q11 | 11|11 11| 11}15(15|15| 1515410101010 |10} x | x

x 1252525252514 14|14 |14 |14 3 |3 |3 |3 |37 |7 |7 |7 |7)4|4|4|4|4]12|12|12|12|12] x| X

x 02727 |27 |27 | 2725|25|25|25| 250232323 |23 | 2311|1111 |11|11]§29|29|29|29|2914 |14 14|14 |14] x | x

x |28|28|28|28 2807 |7 |7 |7 |7])22|22|22(22|22041|1|1|1]|1])16(16]|16|16|16J2 |2 | 2|2 | 2] x| X

x 2424|2424 1240212121 |21|21]18| 18|18 |18 | 18§30 |30|30|30 30412 (12|12 |12 12417 |17 |17 |17 |17} x | x




Etude des flux de génes dans un verger a graines d’Eucalyptus grandis 2 Madagascar

Résumé

A Madagascar, un programme de sélection sur les eucalyptus est conduit a l'aide de vergers a
graines, en pollinisation libre qui constituent les populations d’amélioration. I’obtention de gains
génétiques et le maintien de la diversité génétique sont réalisés si la reproduction tend vers le
mod¢le panmictique. Or, le faible niveau de domestication des essences foresticres et les
conditions environnementales conduisent a une variabilit¢ phénotypique importante ayant des
conséquences probables sur la phénologie. Dans un premier temps, notre approche est basée sur
la caractérisation biologique d’un verger de 349 Eucalyptus grandis. Ensuite, il s’agit d’effectuer, sur
un échantillon de 724 descendants récoltés sur 30 géniteurs, une analyse de paternité basée sur 6
marqueurs microsatellites. Nous en déduisons les conséquences sur la variabilité génétique et la
croissance des descendants.

En premicre approche, les résultats confirment les inquiétudes que nous avions quant a la
panmixie et a Péqui-participation des géniteurs. Le taux de pollution pollinique atteint 39% et les
contributions des géniteurs au nuage pollinique different de leur effectif dans le verger. En
revanche, plus de 50% d’entre eux y ont participé et nous n’avons pas observé d’effet de
voisinage sur la pollinisation. Le taux moyen d’allogamie est de 97% et les croisements entre
demi-fréres représentent 3,5% des recombinaisons. Seule la croissance des descendants issus
d’autofécondation est significativement affectée par les effets de la dépression consanguine. En
dépit du taux de contamination, nous pouvons estimer que le brassage génétique, confirmé par le
maintien de la variabilité allélique et le faible taux d’autofécondation, correspond a ce qui est
attendu sous ’hypothése de la panmixie. Néanmoins, certaines recommandations sont proposées
pour atteindre les objectifs multiples attribués aux vergers a graines et pour limiter la
contamination pollinique.

Gene flow studies in an Eucalyptus grandis seed orchard in Madagascar

Abstract

In Madagascar, a genetic improvement programme was conducted for fast-growing eucalypts in
open pollinated seed orchards, which constitute the breeding population. Long-term genetic gain
and maintenance of genetic diversity will be achieved if reproduction is based on panmictic
conditions. However, the typically low domestication of the forest species and the natural
environmental conditions could lead to phenotypic variability, with likely consequences for tree
phenology. Initially, our approach was based on the biological characterisation of 349 Eucalyptus
grandis. We then analysed paternity with six microsatellite markers for 724 offspring sampled from
30 progenitors. We deduced the consequences for genetic variability and for growth of progeny.
In accordance with our premises, the results showed that panmictic conditions and equal
contributions from progenitors could not be assumed. The pollen flow from outside the stand
reached nearly 40% and the male parent contributions differed from those of the seed orchard.
Over 50% of potential male parents contributed equally to the identified matings with no
neighbour effect. The overall outcrossing rate was 97% and half-brother matings represented
3.5% of the recombination. Only inbred offspring growth was significantly affected by the
consanguineous depression effects. In conclusion, despite the high contamination level, the
genetic mixing, confirmed by maintenance of allelic variability, can be assumed to be “panmictic-
like pollination”. Nevertheless, several recommendations are proposed to achieve the various
aims of seed orchards and to limit pollen contamination.
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