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Chapitre I. Introduction Générale : Contexte et justificatif de I’étude

1- La forét tropicale humide du bassin du Congo : caractéristiques, enjeux écologiques,
économigques et culturels.

Si les connaissances sur 1I’écologie des especes forestieres des foréts tropicales humides
d’Amazonie ou d’Asie du Sud-Est sont bien établies, celles sur les especes d’Afrique centrale
restent encore fragmentaires, notamment pour les aspects de génétique évolutive et
écologique. Quelques ¢études en Botanique et Sylviculture, généralement entreprises par les
projets d’aménagements forestiers sont disponibles mais restent insuffisantes pour décrire et
¢évaluer la dynamique de cette diversité floristique. En effet, les foréts d’Afrique centrale,
encore appelées foréts du bassin du Congo constituent le second plus grand massif forestier
aprés I’Amazonie. Elles englobent environ 200 millions d’hectares, soit pres de 91% des
foréts denses humides d’Afrique qui s’étirent sur 2000 km depuis la cote Atlantique du Golfe
de guinée jusqu’aux plateaux du rift Albertin dans I’Est de la République Démocratique du
Congo (RDC)(Aveling 2010). Comme celles de 1’Amazonie et a la différence des foréts
d’Afrique de 1I’Ouest et d’Asie du Sud-Est, elles forment un bloc ininterrompu, 1'une des
derniéres régions au monde ou I’interconnectivité des foréts primaires permet aux
mécanismes biologiques de se poursuivre naturellement, sans perturbation.

La diversité globale des especes des foréts d’Afrique centrale est élevée, tout en restant
inférieure a celles d’Amazonie ou d’Asie du Sud-Est (Aveling 2010), mais le taux élevé
d’endémisme et de spécificité de leur faune et de leur flore, suffisent a les rendre particulieres.
Burgess et al.(2006) ont qualifié les foréts du bassin du Congo comme étant d’une spécificité
biologique exceptionnelle a 1’échelle mondiale. Ces foréts sont habitées par 1’assemblage le
plus diversifi¢ d’animaux et de plantes comprenant plus de 400 especes de mammiféres, plus
de 1.000 especes d’oiseaux et probablement plus de 10.000 especes de plantes dont environ
3000 seraient endémiques (CARPE 2005; Aveling 2010).

Les foréts tropicales humides se caractérisent par une structure complexe trés hétérogeéne
dans l'espace avec différents étages composés d'arbres émergents de 1’étage supérieur, suivi
du couvert dense feuillue de la canopée, des sous-étages de strates arbustives, et enfin des
plantes du niveau du sol (CARPE 2005, Annexe I). La distribution actuelle des différents
types de foréts est fortement corrélée a la pluviométrie, et surtout a la durée et la sévérité de la
saison séche. Ainsi, les foréts le plus humides forment une bande de foréts sempervirentes le
long de la cote atlantique alors que vers I’Est, a I'intérieur des terres, viennent des foréts
progressivement plus seéches. A D’extrémité orientale du bloc, le relief s’éleve vers les
montagnes sud du rift Albertin. Au nord et au sud du bloc forestier, les foréts sempervirentes
et semi-décidues laissent la place a une mosaique plus seche de foréts et de savanes (CARPE
2005).

Les foréts du bassin du Congo offrent des biens et services écologiques, économiques et
culturels. En effet, rien que par leur taille, elles constituent une réserve de carbone
d’importance mondiale pour la régulation du gaz a effet de serre et le dioxyde de carbone,
I’exploitation sélective formelle des essences commerciales contribuent au Produit Intérieur
Brut(PIB) dans la plupart des pays de la région, et dans une moindre mesure, les produits
forestiers non ligneux (PFNL) et les plantes médicinales, produisent des sources de revenus et
des soins aux habitants de la forét. Le secteur forestier a produit prés de 8.4 millions de m’® de
bois d’ceuvre en 2007(Les foréts du bassin du Congo 2008), dont le Gabon avec pres de 3, 4
millions de m’, suivi du Cameroun avec 2,3 millions de m’. Pour la plupart des pays de la
sous-région, la contribution de I’exploitation sélective du bois au PIB et aux recettes fiscales
varie selon les pays de 0.22 a 6%, avec le Cameroun comme premier bénéficiaire, méme si
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le secteur forestier est le deuxieéme employeur apres I’Etat, au Gabon et en République Centre
Africaine (RCA) (Les foréts du bassin du Congo 2008 ; Peyrot 2008, Annexe II).

La plus grande partie du bassin du Congo s’inscrit dans le biome des foréts feuillues
tropicales et subtropicales humides (Olson et al. 2001), dans ce biome, de grandes zones
(Centre et nord-ouest du Gabon, une grande partie du Nord de la République du Congo, et
plusieurs grandes parties de la RDC ont été mises en exergue comme faisant partie des 10%
des zones les plus sauvages de la terre en utilisant ’approche « Human footprinting »
(Sanderson ef al. 2002). Ainsi, 8 sites naturels du bassin du Congo sont classés au Patrimoine
mondial, dont « 5 parcs nationaux » en RDC, la « réserve de la faune dans la forét du Dja » au
Cameroun, le Parc National de « Manovo-Gounda » en RCA et enfin « I’Ecosysteme et
paysage culturel relique de « Lopé-Okanda », au Gabon (UNESCO 2010).

2- Diversité spécifique, Structure, et Ecologie des ligneux des foréts du bassin du
Congolais.

Bien que des variantes liées a la pluviométrie moyenne annuelle, a la durée de la saison
séche, la typologie des sols et du relief, et méme a la prédominance de certaines familles de
plantes permettent de caractériser les principales formations forestiéres de la forét guinéo-
congolaise, elles peuvent globalement étre simplifiées en deux types de foréts : une forét
ombrophile sur des terres bien drainées, et une autre, marécageuse, moins bien représentée,
sur des sols hydromorphes (White 1986, Annexe II ). En effet, bien que chacun de ces types
de forét posseéde sa flore endémique, propre et distincte, les limites entre ces types de foréts
sont quelque peu arbitraires car il existe un chevauchement floristique entre elles du fait que
la majorité des especes de la forét ombrophile sont largement répandues (White 1986).

Les étages sont stratifiés de maniere décroissante par des ligneux de grande taille, de
petite taille, et d’herbes épiphytes et terrestres. On observe une grande diversité floristique
dans les peuplements (pres de 200 espéces de plantes vasculaires par relevés de 0.06ha),
méme si quelques rares ilots de foréts monodominantes a cesalpinioidées sont rencontrés.
Ainsi, les espeéces ne sont pas toujours grégaires et sont généralement représentées a des
densités variables, de faible a forte. Plusieurs plantes vasculaires sont dénombrées, et parmi
elles, on estime pres de 80% d’endémisme de familles (Dioncophyllaceae,
Hoplestigmataceae, Huaceae, ect..) et de genres (Amphimas, Baillonella, Desbordesia,
ect...). Des familles largement répandues dans les autres foréts tropicales telles que les
légumineuses (Cesalpinioideae et Mimosoidae), les Meliaceae, Sapotaceae, ect..., sont
rencontrées chez les grands arbres, alors que les familles d’Euphorbiaceae, Rubiaceae,
Apocynaceae, ect..., sont généralement représentées chez les ligneux de petite taille (White
1986).

Concernant le tempérament des espéces d’Afrique centrale, de nombreuses
classifications se sont construites de maniére dualiste autour du niveau d’importance de
I’ensoleillement soit dans la germination, la croissance ou méme dans les stratégies de
colonisation des milieux ouverts (Swaine & Whitmore 1988 ). La classification simplifiée des
tempéraments héliophiles et sciaphiles suffirait a les regrouper. Les espéces sciaphiles
caractérisent les plantes adaptées au sous-bois, alors que les héliophiles sont bien représentées
chez les ligneux supérieurs, notamment chez les arbres des étages supérieures qui nécessitent
une mise en lumic¢re rapide et importante dés le stade de semis pour poursuivre leur
développement. De ce fait, pour bon nombre d’essences forestires, la régénération est rare
sous le sous-bois et ’ouverture du couvert par ’exploitation forestiére s’avére en général
insuffisante pour garantir une régénération significative de ce type d’espéces (Doucet &
kouadio 2007; Doucet 2003).



Page |3

La structure diamétrique et spatiale des peuplements des espéces héliophiles peut étre
caractérisée en trois grands groupes : (i) les especes a distribution en cloche, a tendance
grégaire (i1) celles a distribution erratique, typiquement de lumiere, a tendance disséminée et,
(111) les espece a structure décroissante linéaire ou en forme de L (Doucet & Brugiere, 1999).
Les structures en « cloche » et en « L » sont généralement rencontrées chez les héliophiles
pionnicres, grégaires (Burseraceae, Myrmicinae,..etc) alors que la structure erratique se
rencontre plus souvent chez les héliophiles non pionniere disséminées (Sapotaceae,...).

La structure spatiale des peuplements refléte la distribution spatiale des individus au
sein des populations naturelles. Elle résulte en partie de la dispersion des graines et dépend
donc du mode de dissémination d’une espece. Ainsi, dans les foréts du bassin guinéo-
Congolais, deux modes de dissémination sont prépondérants : la dispersion autochore qui
caractérise les graines dont les diaspores ne présentent pas de signe d’adaptation évidente a un
quelconque agent externe connu (Delhaye 2006), et la dispersion hétérochore. Cette derni¢re
se partitionne entre ’anémochorie, 1’hydrochorie, et la zoochorie (Doucet 2003). En
proportion, la zoochorie est le mode de dissémination le plus répandu chez les ligneux (
Doucet 2003 ; Charles-dominique 2003 ; Nshimba 2008). Cette derni¢re forme de
dissémination est bien souvent rencontré chez les arbres dotés de fruits charnus et
comestibles, ce qui souligne le réle majeur des animaux dans la dissémination des diaspores
(Nshimba 2008), quand on sait qu’a I’intérieur de ce massif forestier, la communauté des
vertébrés est dominée en masse par des frugivores (Emmons ef al. 1983 ; Terborgh 1986)

Des études montrent par exemple que les oiseaux et les chauves-souris sont les
principaux disséminateurs a longue distances des fruits a petites graines, que 1’¢léphant et
certains carnivores seraient de bons disperseurs d’une large gamme de familles de plantes,
alors que les rongeurs se révelent peu efficaces dans la dispersion des graines (Tchatat et
al.1999). L’anémochorie qui consiste en la dispersion par le vent est moins répandue que la
précédente, mais constitue I’'un des principaux modes de dispersion des espéces héliophiles
pionnieres, dotées de graines ailées (Burseraceae, Myrmicinae, ect..). L’hydrochorie, qui
consiste en la dissémination des graines par les courants d’eau, est rare et souvent utilisée par
certaines familles de ligneux (Cocoeae, Humuriaceae, ...) installées le long des plages de la
fagade Océanique Atlantique. Ce mode de dispersion est trés efficace car contribue a la
dissémination des graines de certaines especes entre les cotes Sud-Américaines et Africaines.

Les ¢études portant sur le mutualisme plante animal dans la pollinisation des espéces
d’Afrique centrale sont pratiquement inexistantes, la caractérisation des principaux
pollinisateurs résulte parfois d’observations de terrain, des études de suivis de phénologie et
parfois de déductions issues d’études comparatives de flux de génes interspécifiques. Au total,
trois modes de dispersion par ordre d’importance peuvent étre retenus: la pollinisation
entomophile, zoophile et anémophile. Les deux premicres se révelent efficaces en forét
tropicale humide alors que la pollinisation par le vent se révele inefficace du fait des fortes
pertes en pollen dues a la fréquence et a la violence des précipitations (Bizoux et al.2009).
Les insectes, notamment les hyménoptéres (guépes et abeilles, etc...) sont donc reconnus
comme les principaux pollinisateurs. Par ailleurs, la mise en évidence de certaines especes de
chauves-souris (Hypsignatus monstrosus, Epomops franqueti et Myonycteris torquata) de
meeurs nocturnes ayant pour habitat la cime des arbres dans les foréts du Luki (RDC) par
Pendje & Baya(1992), pourrait bien apporter la preuve de la contribution des chauves-souris
dans la pollinisation chez certains arbres du bassin guinéo-Congolais.
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En dépit de D’interconnectivité du bloc ininterrompu des foréts tropicales humides
d’Afrique centrale, un décalage d’environ six mois dans la phénologie est enregistré entre les
foréts du bassin guinéo-congolais situées de part et d’autre de la zone d’interconvergence
thermique (ICTZ) (Debroux 1998 ; Mapaga ef al. 2002) . Au Cameroun par exemple, situé¢ au
Nord de I'ICTZ, pour plusieurs espéces, la floraison et la fructification ont lieu de Mars a
Juin (Bibani Mbarga et al.1998) alors qu’au Sud, au Gabon, la fructification s’observe de
Décembre a Juin selon les especes (Doucet 2003). Par ailleurs, des études ont montré
qu’outre les facteurs endogenes propres aux especes, des facteurs exogenes tels que les
variations climatiques annuelles et saisonnieres (température, pluviométrie, humidité, ect...)
influencent de fagon marquée la phénologie (floraison et fructification) des ligneux du bassin
guiné¢o-Congolais (Hecketcsweiler 1992 ; Mapongmetsem et al.1998). Par exemple, Tutin &
Fernandez (1993) suggérent que I’importance de la fructification est déterminée par la
température minimum de la saison seéche précédant la fructification. Ceci indique que
I’intensité de la floraison ou de la fructification, chez certaines espeéces du bassin guinéo-
Congolais, évoluent au rythme des variations de température et de pluviométrie. Ces
différentes observations montrent bien que le climat influence de facon marqué les cycles de
floraison et de fructification des ligneux des foréts tropicales humides Africaines.

3- Les perturbations historiques majeures et les menaces présentes sur les foréts du bassin
du Congo

Sous I’apparence stable et compacte de cette immensité végétale, différentes analyses
palynologiques, archéologiques et de datation au carbone isotope (C" et C™) des couches
stratigraphiques, ont révélé une dynamique historique dans la composition floristique et dans
I’aire de distribution des foréts du bassin du Congo, résultant de différentes évolutions
climatiques. En effet, durant les deux derniers millions d’années, les foréts du bassin du
Congo ont plusieurs fois été réduites et fragmentées suite a des périodes climatiques seches.
Les études dans cette région ont permis de caractériser les perturbations climatiques du
dernier maximum glaciére (LGM : 25 000 — 12 000 BP) et de I’'Holocene (< 12 000 BP) et de
leur impact sur la végétation. Ces études ont montré que lors du LGM, en raison
d’importantes chutes de températures et de précipitations, les foréts du bassin guinéo-
congolais avaient été réduites d’une grande partie de leur couvert végétal actuel, laissant ainsi
place a une végétation de savane (Thomas, 1994 ; Maley 1997; Kadomura, 1998; Runge,
2001; Hamrick, 2004; Anhuf et al. 2006; Runge 2007), tout en préservant des zones
favorables, isolées géographiquement, servant de refuges a la forét équatoriale humide
(Aubreville 1967; Maley 1987; Sosef 1994 ; Sangen 2007 ; Annexe III). Ces sites putatifs de
foréts reliques ont été identifiés, le long de la facade Atlantique du bassin du Congo depuis le
Nord-Ouest du Cameroun jusqu’au Nord-Ouest du Gabon, et méme a I’intérieur des terres,
notamment en République du Congo, aux environs du Lac Ngamakala et des Plateaux
Batéké (Gartlan et al . 1986 ; Brenac 1988 ; Elenga, 1992 ; Elenga et al. 1994 ; Schwartz et
al. 1990).

Vers 11 000 a 10 000 BP, au début de ’'Holocéne, le retour des conditions climatiques
favorables aurait favorisé la reconquéte forestiere sur les milieux ouverts pré-existants a
partir des foréts reliques d’Afrique Centrale (Deschamps ef al. 1988 ; Maley 1991). Plus tard
entre 1’Holocéne moyen et supérieur (3000 a 2 700 BP), un second épisode de sécheresse
aurait également fragmenté la forét du bassin guinéo-Congolais au profit des savanes
(Vincens et al. 1998 ; Delegue et al.2001 ; Ngomanda et al. 2005, 2007, 2009), le retour des
pluies a ’'Holocéne supérieur (= 550 BP) aurait favorisé la phase d’expansion foresticre
actuelle. Dans certains pays de la sous-région, notamment au Gabon, des paysages de
mosaiques forét-savane semblent préserver par endroits, ’empreinte des perturbations
climatiques de ’Holocéne sur la forét tropicale humide Africaine (Annexe I'V).
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Ces différentes ¢tudes apportent la preuve de perturbations historiques majeures,
d’ordre climatique qui auraient fragmenté et modifi¢ de fagon récurrente, la structure et la
composition des especes de la forét tropicale humide sur de longues périodes. En
connaissance des effets de la fragmentation et de I’isolement spatial sur la distribution spatiale
de la diversité génétique entre les populations, au sein d’'une méme espece, il semble fort
probable que ces perturbations aient eu un impact sur la répartition biogéographique actuelle
des arbres forestiers du bassin guinéo-Congolais.

De nos jours, des menaces directes et indirectes liées aux activités anthropiques
planent sur la régénération de la forét guiné¢o-Congolaise (CARPE 2005). D’un coté, la
surexploitation de la faune a des fins commerciales menace la régénération des especes
zoochores, et d’un autre, la destruction de la forét au travers de 1’expansion de 1’ Agriculture
itinérante sur bralis, autrefois restreinte a 1’économie familiale, aujourd’hui ¢largie a des fins
commerciales, contribue a menacer la dynamique foresticre.

Une autre grande menace qui consiste en 1I’exploitation forestieére sélective (Annexe V)
pese sur la régénération de la forét et la diversité génétique, car elle ne porte que sur un
nombre limité d’essences (généralement endémiques) et d’arbres adultes.

Des menaces indirectes liées au réchauffement climatique annoncé, pourraient
probablement avoir des répercussions sur ce biotope, notamment sur les especes endémiques,
quand I’histoire de ces foréts nous interpelle sur leur sensibilité aux variations climatiques.

4- Problématique générale et questions scientifiques d’actualité, d’intérét écologique,
génétique et environnemental liées aux arbres.

Les problemes de conservation et de dynamique sont a l’origine de certaines des
questions scientifiques actuelles, notamment celles relatives a la préservation de la diversité
génétique face aux changements climatiques imminents, puisque la capacité de résilience a
des perturbations de grandes envergures dépend du niveau de diversité génétique d’une
espece. Dans ce contexte, les questions relatives au niveau de diversité génétique, au régime
de reproduction et de la taille efficace nécessaire au maintien de la diversité a I’intérieur des
populations d’arbres se justifient.

La mise en pratique du principe de conservation et du management des foréts qui
passe par la collection des banques de genes, nécessite alors I’identification et la localisation
géographique de la diversité génétique des espéces d’arbres vulnérables. L’évaluation des
capacités de recolonisation des milieux pour les programmes de reforestation implique
I’évaluation des capacités de dispersion des arbres et de ce fait nécessite I’estimation des flux
des génes.

Plus actuelles, au centre des préoccupations de I’Ecologie, de la Systématique et de la
Biologie évolutive, les questions qui concernent (i) les critéres de délimitation spatiale d’une
unité¢ génétique homogene, (ii) de la distribution biogéographique des individus a travers un
continuum apparent sur la base de I’information de leurs génotypes multilocus, et (iii) des
processus abiotiques et biotiques qui contribuent a régir la distribution de la diversité
génétique a travers le temps et ’espace, chez des organismes immobiles telles que les plantes
supérieures. Les éléments de réponse a ces questions sont susceptibles de contribuer a
améliorer la compréhension de la dynamique spatiale et temporelle des foréts d’une part, et
d’autre part, contribueraient significativement a nourrir et rendre les modeles de prédictions
théoriques plus réalistes et utiles.
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5- Etat des connaissances sur la dynamique spatiale de la diversité génétique des espéces
forestieres tropicales : structure génétique, flux de génes, et spatialisation de la diversité
génétique.

A ce jour, les études investies en Biologie Evolutive et en Ecologie sur les essences
tropicales ont souvent porté sur la diversité génétique, la structure génétique spatiale a fine
échelle, les flux des geénes, le régime de reproduction et récemment sur leur phylogéographie.
Globalement les études sur les essences tropicales ont porté généralement sur des especes
hermaphrodites, dioique, présentes a forte densité (> 50 adultes /km?) et trés peu sur des
espéces a faible densité (< 10 adultes/km?). Ces études ont généralement porté sur des sites
expérimentaux composés de parcelles expérimentales (40 ha — 550 ha) (Latouche et al. 2003 ;
Lourmas et al. 2007) et rarement a I’intérieur de foréts naturelles (Muloko-Ntoutoume 2000 ;
Born et al. 2008).

Globalement, les études montrent que le niveau de diversité varie de fagcon modéré a
forte entre les especes (Hene= 0.5 — 0.9 ; Hee, = 0.2 - 0.70) avec généralement une diversité
microsatéllite nucléaire plus forte entre les individus, qu’entre les populations (Fst = 0.026 —
0.24) (Lowe et al.2003 ; Kelly et al.2004; Dutech et al.2004; Butaud et al. 2005 ; Caetano et
al.2008 ; Lemes et al. 2003). A I’inverse une diversité faible a 1’intérieur des populations et
forte entre les populations (Gst= 0.18 - 0.55) est observée via les marqueurs microsatéllites
chloroplastiques (Lira ef al. 2003 ; Dick ef al.2008). Ce constat révele une inégale capacité de
dispersion entre les graines et le pollen.

La restriction de la dispersion des graines au voisinage des pieds-meéres, a souvent été
évoquée dans la formation de structures génétiques spatiale (SGS) de type familiales, a
I’intérieur des populations d’arbres tropicaux ( Lowe et al.2003;Vekemans & Hardy, 2004 ;
Hardy et al. 2006). La Structure Génétique Spatiale(SGS) a permis de décrire le niveau
d’organisation spatiale de la diversité a I’intérieur des populations, et la mesure de son
intensité (Sp) a servi a inférer les distances de dispersion des genes. Ainsi, Hardy et al. (2006)
au travers d’une revue de dix especes tropicales soulignent d’une part la présence d’une SGS
chez la plupart des especes d’arbre tropicaux, mais d’une intensité variable selon les espéeces.
D’autre part, cette revue montre que les especes représentées a forte densité et dotées des
fruits lourds et charnus, dispersent moins bien que les autres.

Par ailleurs, d’autres études sur les flux des geénes ont pu apporter la preuve d’une
corrélation négative entre la dispersion du pollen et la densité des arbres, mais également sur
I’importance du mécanisme de dispersion dans les distances de pollinisation. Des estimations
indirectes des flux de génes ont montré par exemple qu’en milieu tropical les especes
pollinisées par les animaux (¢ = 0.1-14km ; Hardy et al. 2006 ; Dick et al. 2008) dispersaient
mieux que celles pollinisées par le vent (¢ = 0.4 - 7 km ; Bizoux et al. 2009 ; Debout et al.
2009). Des estimations directes du flux de pollen sur une revue de 36 especes tropicales
confirment des flux de genes a longue distances (¢ = 0.2 - 19km) via le pollen, diis aux
mouvements des insectes et des chauves-souris, dans les populations d’arbres a faible densité
(Ward et al. 2005).

L’¢étude de la Biologie de la reproduction des especes tropicales a montré au travers
des analyses des descendances, une hétérogénéité dans I’identité génétique des zygotes,
mettant ainsi en évidence un systéme de reproduction gouverné par des croisements
allogames et autogames, dits mixtes (Murawski 1995; Loveless 2000 ; Dick et al. 2008 ). Par
ailleurs, Ward et al. (2005) montrent la prédominance de I’allogamie (1-s > 90%) chez les
essences hermaphrodites, et une corrélation négative entre la densité des arbres et leur taux
d’autofécondation (s). De plus, Latouche et al. (2004) et Lourmas et al. (2007) ont évoqué
chez les arbres tropicaux, la sensibilité du régime de reproduction aux perturbations dans la
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structure démographique (prélevement sélectif des adultes) et environnementale (trouées,
ouverture des milieux).

Au niveau du bassin Congolais, I'initiative est trés récente et le recueil des études est
restreint et limité aux especes commerciales. La premiere fiit I’Okoumé (Aucoumea klaineana
pierre, Burseraceae ; Muloko-Ntoutoume et al. 2000; Born et al. 2008), espece héliophile,
pionniere, endémique a la sous-région et représentant 32% du volume total des bois d’ceuvre
produits en 2007, suivie du Sapelli (Entandrophragma cylindricum Sprague Sprague,
Meliacea ; Lourmas et al. 2005), héliophile, non pionnicre, au compte de 16% du volume
produit, et récemment, le Movingui (Disthemonanthus benthamianus ; Caesalpinioidae ;
Debout et al. 2009) et I'lroko (Milicia excelsa; Moraceae ; Bizoux et al.2010 ; Dainou et
al.2010), également des essences commercialisées a des volumes moindres que les deux
premieres.

Les études portant sur les patrons de distribution de la diversité génétique au travers
des analyses de diversité, de SGS et de flux des génes, étaient généralement similaires a ceux
déja évoqués chez les autres especes tropicales d’Asie du Sud-Est et d’Amérique du sud. Des
analyses sur les patrons de distribution de la diversité génétique a plus large échelle, ont par
contre permis d’apporter des informations nouvelles sur I’effet des fluctuations climatiques
passées sur la répartition biogéographique de certaines espéces du bassin guinéo-congolais.
En effet, des études de phylogéographie récentes chez Disthemonanthus benthamianus
(Caesalpinioidae) (Debout et al. 2009) et Milicia excelsa (Moraceae) (Dainou et al.2010) et
Aucoumea klaineana (Born et al.2011) ont ainsi pu détecter des groupes génétiques
différenciés, stigmates des perturbations climatiques historiques sur les foréts d’Afrique
centrale. Ces études confirment certains refuges putatifs du quaternaire de la forét tropicale
humide d’Afrique centrale, mais invalident 1’idée selon laquelle toutes les espeéces d’une
méme niche écologique proviendraient des mémes refuges du quaternaire, et auraient ainsi
suivi les mémes voies de recolonisation de leur aire de répartition (Debout et al. 2010).

Au total, ces différentes études menées sur des especes tropicales, montrent d’une
part, que la densité, les mécanismes et les médiateurs de dispersion des geénes jouent un role
prépondérant dans I’efficacité et la capacité des arbres a coloniser de nouveaux territoires.
D’autre part, ces études soulignent également que le flux de pollen contribue de fagon
marquée a une large distribution spatiale de la diversité génétique comparé au flux des
graines. Par ailleurs, ces études montrent que les perturbations d’origine climatiques et
anthropiques peuvent faire évoluer le régime de reproduction et la distribution spatiale et
temporelle de la diversité génétique a I’intérieur d’une méme espece.

6- Apport des études de diversité génétique et implications dans les programmes de gestion
de la biodiversité et de management des foréts tropicales.

La production des résultats de recherche en Biologie Evolutive et en Ecologie
contribue énormément aux outils d’aide a la décision des programmes de conservation et de
management des foréts tropicales. L’estimation du niveau de diversité génétique et 1’analyse
du systeme de reproduction peuvent servir a évaluer les capacités d’adaptation des especes
face aux perturbations de grande envergure. En effet, chez les arbres, 1’autofertlisation(s) est
attendue réduire la taille de la population efficace (Ingvarsson 2007) et produire des
descendances de faible capacité adaptative (fitness) comparées a celles issues
d’allofécondation (Caron 2000). Par ailleurs, la reproduction entre individus consanguins
produit des descendances peu variables et favorise la mise en place d’une structure génétique
spatiale de type familiale a I’intérieur des populations (Degen et al. 2004). De la méme facon,
la mesure de l’intensité de la SGS a l’intérieur des populations peut servir a prédire
I’occurrence d’ événements de reproduction consanguins a I’intérieur des populations mais
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également permet d’évaluer les capacités de colonisation des espéces. Ceci peut donc
gouverner la sélection des especes pour des programmes de reforestation.

La prise en compte de I’'intensité de la SGS peut également servir a orienter les
distances inter-conspécifiques d’échantillonnage a respecter pour les projets de plantations ou
pour les schémas expérimentaux selon les objectifs de recherche visés. D’autre part la
caractérisation de la distribution de la variation a large échelle, peut servir a identifier des
pools génétiques pour les collections des banques génétiques utiles aux programmes de
conservation.

Avec I’évolution des normes de certification forestieres auxquelles sont contraints les
exploitants, la caractérisation génétique des familles de graines pourraient également étre utile
pour distinguer les grumes issues des foréts aménagées de celles exploitées illégalement,
dans un souci de dissuasion des méthodes d’exploitation frauduleuses.

Au total, ’enrichissement des informations sur les patrons rencontrés chez les especes
d’arbres, peut nourrir les modeles théoriques biologiques et ainsi contribuer a produire des
simulations réalistes et précises sur I’évolution des espéces face a différents types de
perturbation. Cependant, la faiblesse des connaissances sur les especes du Bassin Congolais
comparé aux espéces Amazonienne, pourrait limiter 1’efficacité des actions & mener pour la
préservation de ce biotope déja connu sensible aux perturbations climatiques.

La méconnaissance des patrons évolutifs des espéces commerciales, endémiques,
représentées a trés faible densité a I’hectare et jouant un rdle majeur dans le régime
alimentaire des plusieurs frugivores, également endémiques aux foréts d’Afrique Centrale tels
que I’¢léphant de forét et les grands singes (Gorille, Bonoboo, singe Mandrill), renforce le
constat d’un recueil de connaissances scientifiques encore primaires, pour proposer des
mesures de protection et de préservation appropriées.

7- Problématique générale, question scientifiques de I’étude et hypothéses de travail

La description succincte du climat, de la structure, de I’écologie et de I’histoire des
foréts du bassin du Congo suggere divers commentaires. Concernant le climat, d’une part,
une inversion des saisons due a I’équateur thermique crée un asynchronisme dans la floraison
entre les arbres en fleurs des foréts situées a cheval sur I’équateur thermique, le long d’un
gradient de latitude. D’autre part, une hétérogénéité dans la pluviométrie et dans la durée de
la saison seéche suivant un gradient longitudinal entre la cote Atlantique et 'intérieur des
terres, distingue les différents types de foréts du bassin du Congo.

Bien que faiblement marquée du fait du chevauchement floristique entre les différents
types de foréts, une répartition spatiale hétérogene en termes d’abondance est a noter entre les
différentes familles de plantes représentées au niveau du bassin du Congo.

D’un autre coté, a une échelle plus fine, une hétérogénéité marquée dans la distribution
spatiale des individus et dans la répartition des classes de diametre a I’intérieur des
peuplements permet de distinguer les espéces a tendances grégaires avec des peuplements
jeunes, des especes disséminées qui présentent des peuplements relativement vieux.

Un mutualisme plante-animal prédominant, tributaire de la régénération de la flore et
de la survie de la faune est menacé par des perturbations d’origines anthropiques liées d’une
part a ’exploitation forestiere sélective des adultes, et d’autre part a une prédation intensive
des disséminateurs efficaces des graines, dans certaines zones.

Finalement, la mise en évidence d’une phénologie rythmée par les fluctuations
climatiques, en plus des ¢léments endogeénes aux plantes, interpelle sur I’impact des
changements climatiques en cours sur ce biotope caractéris¢ par un endémisme ¢élevé et dont
I’histoire nous rappelle sa sensibilité aux variations du climat.
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De part ces différentes observations et compte tenu du peu d’informations sur la
biologie des espéces d’arbres du bassin guinéo-congolais, plusieurs questions relatives a la
biologie des populations peuvent étre évoqueées : (i) Comment est distribuée a travers I’espace
et le temps, la diversité génétique d’une arbre a travers un biotope hétérogene de par sa
structure et son climat? (ii) Quelles lois biologiques régissent I’association des gametes au fil
des générations chez un arbre endémique du bassin du Congo? (iii) Quelles peuvent étre les
flux des geénes impliqués dans la régénération de ces arbres, et (iv) quelles forces abiotiques
ou biotiques gouvernent les patrons de distribution spatiale de la diversité génétique chez ces
arbres ?

Pour répondre a ces préoccupations nous nous proposons (i) d’estimer et de comparer
le niveau de diversité génétique entre les individus, les populations et les générations chez un
arbre du bassin du Congo , (ii) de quantifier la structure génétique des zygotes, (iii) d’estimer
les flux de geénes via les graines et le pollen, (iv) de décrire 1’organisation spatiale de la
diversité génétique (SGS) a travers deux échelles: une échelle fine, a Dl'intérieur des
populations, et a une plus large échelle, entre des individus distribués a travers les différents
types de foréts et zones climatiques du Bassin guinéo-Congolais, et(v) de déduire les forces
abiotiques ou biotiques a méme d’expliquer les patrons de distribution de la variation
rencontrés a ces différentes échelles spatiales.

Du fait de la quantité relativement importante des investigations scientifiques menées
sur les patrons de distribution de la variation chez les especes grégaires des foréts tropicales
en général (Cesalpinioideae, , Meliaceae, Humiriaceae,...), tenant compte de I’endémisme, de
la faible densité de plusieurs especes d’intérét écologique, économique et culturel des foréts
du bassin du Congo, nous nous proposons d’examiner 1’évolution spatio-temporelle des
patrons de distribution de la diversité génétique chez un arbre représentatif du tempérament
¢écologique des ligneux a faible densité a I’hectare, de la forét guinéo-congolaise. Ceci
permettra de tester si les patrons généralement rencontrés chez les espéces a faible densité
sont gouvernés par les mémes lois.

A cette fin, notre choix s’est orient¢ sur Baillonella toxisperma, une espece
représentée sur la majeure partie des écozones du bassin Congolais : son aire de répartition
s’¢étale en latitude de part et d’autre de 'ICTZ, et s’étend en longitude entre les foréts cotieres
atlantiques de 1I’Ouest et les foréts planitaires de I’Est, a 'intérieur des terres. B. toxisperma
est une espéce a structure disséminée, représentée a faible densité (5 a 7 adultes/km?) et
dotées de fruits lourds et charnus. C’est également une espéce monoique, héliophile non
pionnicre, dont le pollen et les graines sont dispersés par les animaux. Elle revét une
importance économique, écologique et culturelle dans le bassin guinéo-Congolais. Les
hypotheses scientifiques suivantes seront testées:

Hypothése 1

Une diversité génétique forte a I'intérieur des populations de B. toxisperma et faible
entre les populations pour les marqueurs nucléaires, et a I’inverse pour les marqueurs
chloroplastiques, une diversité faible a I’intérieur des populations et forte entres les
populations. En effet, chez bon nombre d’arbres, le niveau de diversité génétique nucléaire est
¢levé a I’intérieur des populations, mais varie peu entre les populations (Lowe et al.2003 ;
Kelly et al. 2004), et a ’opposé, le niveau de diversité chloroplastique est généralement faible
a I'intérieur des population mais fort entre les populations ( Lira et al. 2003 ; Dick et al.2008).
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Hypothése 2

Du fait de I’isolement spatial des adultes et de la faible densit¢ évoquée chez B.
toxisperma, un régime de reproduction mixte avec un taux d’autofécondation plus élevé que
celui rencontré chez la plupart des espéces tropicales est attendu chez cette espéce monoique.
En effet, un régime de reproduction mixte est attendu chez les especes tropicales (Dick et al.
2008), mais un isolement spatial critique des arbres est susceptible de favoriser le recours a
I’autofécondation chez les especes hermaphrodites (Latouche et al. 2004).

Hypothése 3

Du fait de sa faible densité, des flux de génes a longues distances via le pollen sont
attendus chez B. toxisperma . En effet, une corrélation négative entre le flux de pollen et la
densité¢ est généralement observée dans les populations d’arbres (Cascante et al.2002 ; White
et al.2002 ; Dick et al. 2003).

Hypothése 4

Du fait de ses fruits lourds et charnus, la présence d’une structure génétique
spatiale(SGS) de type familiale au compte d’une restriction du flux des graines comparé a
celui du pollen, est attendu a I’intérieur des populations de B. toxisperma. Par ailleurs, du fait
de son mode de dispersion (entomophile et zoochore) et de sa faible densité¢, une SGS
d’intensité faible est envisagée. En effet, la mise en place d’une structure génétique spatiale
est attendue chez les especes d’arbres possédant des fruits lourds et charnus, du fait d’une
dispersion limitée des graines au voisinage des pieds—meres (Hardy ef al. 2006). D’un autre
coOté, une structure génétique spatiale d’intensité faible est généralement observée chez les
especes tropicales disséminées et pollinisées par les animaux (Dick ef al2008), et
représentées a faible densité (Bizoux et al. 2009).

Hypothése 5

A large échelle spatiale, en connaissance d’un asynchronisme dans la floraison entre
les individus situés de part et d’autre de I'ICTZ, nous attendons la présence de deux
structures génétiques spatiales séparant les populations de B. foxisperma situées de part et
d’autre de I’équateur thermique, au compte d’une rupture des flux des genes. En effet,
I’asynchronisme dans la floraison (Hall er al. 1996) est susceptible d’engendrer une
différentiation génétique spatiale marquée au sein des espéces d’arbres.

8 -Organisation du mémoire, présentation des chapitres de thése

Pour répondre a ces différentes questions et tester ces différentes hypothéses nous
présentons et discutons les résultats dans les chapitres IV, V et VI. Une présentation
préalable, plus détaillée mais succincte du modele biologique d’étude sera abordée dans le
chapitre II.

Le chapitre III, concernant les outils moléculaires et les méthodes utilisées pour
répondre aux questions posées, sera présenté, également de maniére succincte, afin d’éviter la
redondance avec les autres chapitres de la thése présentés sous forme d’articles.

Le chapitre IV, traitant de la biologie de la reproduction de B. toxisperma et des flux
des geénes via le pollen, nous permettra de tester les hypothéses (2) et (3). A travers ce
chapitre, nous tenterons de quantifier les contributions respectives de 1’allogamie et de
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I’autogamie dans les événements de reproduction chez B. toxisperma au travers des analyses
de descendances. Ce chapitre permettra également d’estimer le flux des génes efficaces via le
pollen d’une part via les méthodes directes, sur la base des distances interparentales obtenues
par les méthodes d’assignation de paternité , et d’autre part via les méthodes indirectes sur la
base des principes d’identité par descendance et d’isolement par la distance entre les
descendants de meéres différentes.

L’hypothése (4) sera vérifiée a travers le chapitre V, traitant de le la structure
génétique spatiale (SGS) a fine échelle chez B. toxisperma. Ce chapitre tentera de décrire
I’organisation spatiale de la diversité génétique a I’intérieur des populations de B. toxisperma
et d’inférer des estimations de dispersion historiques des geénes via le pollen et les graines, sur
la base du principes d’identité par descendance et d’isolement par la distance entre les
individus.

L’avant dernier chapitre, le VI, traitera de l’organisation spatiale de la diversité
génétique de B. toxisperma a travers 1’essentiel de son aire de répartition. Cette dernicre étude
permettra de tester les hypotheéses (1) et (5), et de vérifier si le climat contribue réellement a
gouverner la distribution biogéographique des individus a travers un bloc forestier continu,
notamment sur ’essentiel de I’aire de distribution géographique de B. toxisperma. A la suite
de ces différents chapitres, une discussion générale au chapitre VII, permettra de discuter des
enseignements majeurs de nos différentes investigations et d’en tirer des perspectives
implicites.
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Chapitre I1. Le modéle biologique Baillonella toxisperma
« Muabe », un arbre mythique de la forét tropicale humide d’Afrique centrale.

Les habitants des foréts tropicales notamment ceux d’Australie, d’Amérique du Sud et
d’Afrique centrale mythifient certains arbres qui se distinguent entre tous par leur
présentation physique, leur écologie et par les usages qu’ils en tirent. Ainsi, « Mabe »,
« Muabe », « Makor¢ », « Andjap », « ndjape ».....selon les langues vernaculaires d’Afrique
est considéré comme le « géant » de la forét chez les Pygmées et les Bantu du bassin guinéo-
congolais. En effet, « Muabe », encore appelé, « Moabi » est un arbre mythique qui alimente
plusieurs contes et 1égendes, mais dont la particularité de son tempérament suscite surtout des
enseignements philosophiques qui servent de modéle a la construction mentale de I’homme de
la forét. De par sa croissance lente, sa capacité a évoluer dans le sous-bois, sa stature droite et
haute dans 1’étage supérieur des cimes de la forét, sa capacité a évoluer seul, isolé de ses
congéneres, au milieu d’autres especes d’arbres, sa longévité, et la variété de produits et
services qu’il offre aux animaux et a I’Homme, le Moabi évoque la patience, 1’adaptation, la
puissance, la sociabilité, le courage et la générosité pour ’homme de la forét, le Moabi
suggeére donc, la noblesse d’esprit, un modéle écologique vivant dont ’homme devrait se
servir pour tirer des valeurs utiles a son épanouissement. De fait, le Moabi est un arbre sacré,
il n’est pas abattu par I’habitant de la forét et fait ’objet de bien commun familial, un héritage
transmis d’une génération a une autre. Jean Baptiste Louis Pierre (1833 — 1905), botaniste
frangais , décrit pour la premicre fois « Muabe », sous le nom de « Baillonella toxisperma
Pierre » et le classe dans la famille des Sapotaceae dans les « Notes botaniques »(1890-1891).
Le présent chapitre s’attelera a décrire notre modele biologique d’étude de maniere détaillée
mais succincte afin d’éviter la redondance avec sa description ultérieure dans la section
« Matériel et méthodes » des chapitres [V, V et VI de la these.

1- Classification Botanique et noms usuels
Le genre Baillonella toxisperma Pierre appartient a la famille des Sapotaceae. C’est un genre
monospécifique, diploide et endémique a la forét tropicale humide d’Afrique centrale (White
1983). B. toxisperma est plus connu sous le nom de « Moabi » dans les pays francophones, et
sous I’appellation de « African pearwood » dans les pays anglophones. Les populations
Pygmeées et Bantu d’Afrique Centrale le nomme généralement « Muabi ».

Classification Botanique

Régne :  Plante

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre :  Ericales
Famille : Sapotaceae

Genre :  Baillonella
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2- Répartition géographique et habitat

B. toxisperma se rencontre au Sud du Nigéria, au Gabon, a la république du Congo, au
Sud-Ouest de la République Démocratique du Congo (R.D.C), et dans la région du Cabinda
en Angola (Vivien & Faure 1985) (Figure N°1.1). Selon Schneemann (1995), B. toxisperma
est plus abondant au Nigéria, au Cameroun et au Gabon mais présenterait 1’essentiel de son
aire de répartition au cceur de la forét dense d’Afrique centrale, du Cameroun et du Gabon
(Bertin & Meniaud, 1949) (Figure N°1.2). C’est une espece des foréts matures tropicales
humides (White 1964 ; Vivien & Faure 1986) mais qu’on retrouve en abondance dans les
foréts secondarisées, notamment dans les foréts secondaires vieilles et les jachéres
(Sunderland & Tchouto 1999). De par son abondance continentale dans les zones de
proximité de la zone cotiere atlantique africaine, Debroux (1998) I’a décrite comme une
espece cotiere des climats océaniques.

Figure N°1. Aire de répartition du Moabi en Afrique. (1) ’aire de répartition de B. toxisperma
en grisé sur la zone des foréts du bassin guinéo-congolais (Louppe 2005). (1) les principales
zones d’abondances de B. foxisperma en Afrique centrale (Kristina Plenderleith & Nick
Brown).
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3- Description physique et structure des peuplements

B. toxisperma n’est pas un arbre a structure grégaire (Kennedy 1936), c’est un arbre
disséminé, qu’on retrouve généralement a des densité faibles (environ 1 adulte isolé tous les
15 a 20 ha de forét) et trés rarement en bouquets (Aubreville 1964 ; Letouzey 1986; Debroux
& Delvingt 1998). Au voisinage des habitations humaines, notamment a proximité des
villages, on peut le retrouver en bouquet de 5 a 50 individus. La structure diametrique du
Moabi montre un pic chez les jeunes arbres (10 a 40cm) et un second chez les gros arbres
(130cm a 220cm) (Figure N°2).

B. toxisperma est un tres grand arbre de 60 a 70 m de haut, avec un fit cylindrique droit
sans contreforts, pouvant atteindre entre 400 cm a 500cm de diametre a hauteur de
bras (d.b.h) (Mapaga et al. 2002; Doucet et al. 2009) (Figures N°3.1, 4.5). Son écorce est
épaisse (4 a 5 cm), profondément fissurée, de couleur brun rouge a gris foncé dans la partie
extérieure et jaune rosé¢ dans la partie intérieure. La cime est grande (jusqu’a 50m de
diametre) et en forme de parasol (Figure N° 3.1). Les branches sont grosses étalées et
sinueuse, avec des feuilles disposées en spirale et en touffe a leur extrémité (Figure N°3.2).

Les fleurs de couleur blanc créme, denses sont regroupées en fascicule a I’extrémité des
branches. Elles sont bisexuées, et uniovulées, et composées généralement de 4 a 8 étamines
et 8 ovulaires (Thikaful 1985 ; Vivien & Faure 1996 ; Debroux 1998) (Figure N°3.5)

Les fruits sont de grosses baies de 5 a 8 cm de diametre, a surface lisse, de couleur
gris vert, devenant jaune ou verdatre a maturité (Figure N°3.3). Le nombre de graines par fruit
peut varier de 1 a 3. Les graines présentent une taille d’environ 4cm de long, une forme
ellipsoides et un tégument mince (Aubreville 1964 ; Vivien & Faure 1996 ; Debroux 1998).
L’albumen est fin ou absent (Figure N°3.4). La coupe des tranches des grumes présente des
limites des cernes de croissance qui peuvent étre distinctes ou absentes.

Figure N°2. Structure diamétrique des peuplements de B. foxisperma en forét du Dja au
Cameroun (Debroux 1998).
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Figure N° 3. Illustration des principales Caractéristiques physiques de B. toxisperma. (1)

I’arbre, (2) le rameau et la feuille, (3) le fruit et (4) la graine et (5) la fleur ( Laird et al. 1997 ;
Louppe 2005).
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4- Croissance, développement et dispersion des graines de Moabi

Les graines de B. toxisperma possedent un pouvoir germinatif élevé (> 85%) mais qui
chute (5%) apres six semaines. Elles germent nécessairement a ’ombre aprés une a quatre
semaine de dormance. Dans les sous-bois, les semis croissent en hauteur de 4 a 5 cm/ an et
s’accélére rapidement avec I’ensoleillement direct (Figures N°4.1 & 4.2). En forét naturelle,
les tiges de 10 cm de diameétre présentent une augmentation moyenne en diametre de 1 a
3,5mm/an. Lorsque le flit perce la canopée et acceéde au soleil, la croissance en diameétre
atteint 9.5mm/an (Figure N°4.3). Par des analyses de cernes et des datations au carbone 14
(C") et selon le degré d’exposition au soleil au cours de la croissance de cette espéce
héliophile, I’age moyen d’un arbre de 100 cm de diamétre est d’environ 260 ans et un arbre
de 280 cm de diametre serait agé de 600 a 700 ans (Debroux& Delvingt 1998; Zaou et al.
1998 ; Mapaga et al. 2002 ;White et al. ,unpublished).

Figure N°4. Différentes étapes de la vie d’un Moabi. Des plantules au Moabi sénescent ou
abattu.(1) radicelle, (2) jeune semis, (3) jeune arbre accédant a la lumicre, (4) Adule installé,
(5) Moabi identifié pour I’abattage, (6) Moabi sénescent et (7) Moabi abattu.
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5- Ecologie et phénologie

Le Moabi est une espece héliophile tolérant I’ombre (Doucet & Kouadio 2009). Elle se
trouve en forét tropicale humide primaire sous des climats chauds (23 a 26°c de température)
et humides (1300 a 3000 mm de pluies), et pousse sur tous les types de sols sauf ceux de
types marécageux.

B. toxisperma est aussi une espece décidue, qui perd ses feuilles au rythme des saisons,
notamment durant la saison des pluies lorsqu’il fleurit (Aubreville 1964). L’arbre commence
a fleurir entre 50 a 70 cm de diametre (dbh = 100 a 120 ans) lorsqu’il accede a la lumiére dans
I’étage supérieur de la forét. La floraison survient a la fin de la grande saison seéche et au
début de la saison de pluies et s’accompagne d’une défoliation complete de I’arbre (Debroux
1998). Au Cameroun par exemple, selon les régions, les arbres sont en fleurs, autour de
Février a Avril alors qu’au Gabon les arbres sont généralement en fleurs entre les mois de
Septembre et d’Octobre ( Hedin 1928 ; Heitz 1943 ; Debroux 1998). B. toxisperma peut
fructifier a partir de 40 cm de d.b.h (= 100 ans), mais les fructifications régulieres sont plus
tardives, lorsque le fiit atteint 70cm de d.b.h (= 120 ans) (Debroux 1998; Angerand 2006).

La fructification est annuelle, de Décembre a Aot selon les pays, mais avec un pic de
production massif une fois tous les 3 ans. La fructification d’un seul arbre s’étale sur quatre
semaines mais peut durer 3 mois pour I’ensemble de la population. Du fait que I’aire de
répartition de B. toxisperma se trouve a cheval de part et d’autre de la zone
d’interconvergence thermique (ICTZ), un décalage d’environ 6 mois sépare la phénologie des
individus situés de part et d’autre de I’équateur thermique (Debroux et al. 1998).

6- Prédation et dispersion efficace de B. toxisperma en forét tropicale humide.

Bien qu’une large gamme de mammiferes, notamment les grands singes et I’homme soit
consommateur de la pulpe des fruits de B. toxisperma, 1’éléphant de forét (loxodonta
africana) reste le principal disséminateur des graines de Moabi (White & Abernathy 1997)
(Figures N°5.5 & 5.6). Il mange les fruits, et les graines souvent intactes, sont rejetées par les
feces a travers la forét (Figures N°5.7). De cette maniere, 1’éléphant contribue a disperser B.
toxisperma a travers la forét.

D’autres mammiféres, notamment le potamocheére et le porc-épic sont connus grands
consommateurs de graines de Moabi et susceptibles d’endommager I’embryon. Les
céphalopes consomment les cotylédons et les jeunes pousses, sous la couronne des pieds-
mere (Figures N°5.2, 5.3 & 5.4). Les grands singes consomment généralement la pulpe des
fruits aux pieds des arbres. L’homme, notamment les femmes, ramassent les fruits de
différents arbres a travers la forét pour en consommer la pulpe et extraire I’huile de ’amande.
Au total, les fruits, les graines et les jeunes plantules de B. foxisperma sont ’objet d’une forte
prédation de la faune et des habitants de la forét. Ainsi, Gautier-Hion et al. (1985) et Debroux
(1998) identifient 1’¢léphant, le rat de Gambie (Cricetomys emini) et 'homme comme les
principaux disperseurs efficaces des graines de Moabi.

A notre connaissance aucune information n’est disponible sur les pollinisateurs de B.
toxisperma, cependant, la littérature évoque que les chauves-souris s’avérent des
pollinisateurs spécialistes des fleurs des plantes de la famille des sapotaceae, car ces
dernieéres dégageraient un parfum de nuit qui attire et oriente les chauves-souris de meeurs
nocturnes (http://www.plantes-botanique.org/famille sapotaceae.). Ceci pourrait expliquer
plusieurs observations de terrains qui évoquent les visites régulieres des chauves-souris sur les
Moabi en fleurs ou en fruits.
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Figure N°5. Prédation et dispersion du Moabi. (1) graines infestées et dénuées de radicelles,
(2) cotylédons amputés, (3) semis déterré et dénué de cotylédons, (4) feuilles de plantules
parasitées et rognées. (5) Eléphant de forét, (6) traces d’éléphants sur le terrain, (7) plantules
émergeant d’une crotte d’éléphants sur le terrain (Haut-Abanga).
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7- Intéréts économiques du Moabi

Le Moabi adulte produit également un bois aussi dur et massif que le chéne, mais doté d’une
teinte de couleur brun rouge qui séduit les consommateurs. Il convient a la fois a la
menuiserie extérieure (Porte, fenétres, parquet, mobilier...) et a tous les emplois qui
présentent un risque d’humidité (navals, maritimes...) (Mapaga et al. 2002) (Figure N° 6.
c,d). Il est exploité¢ dans la plupart des pays d’Afrique centrale particuliecrement au Gabon et
au Cameroun, pour une exportation prédominante vers I’Europe (Schneemann, 1995). Son
exploitation a débuté au milieu des années 1960 avec un volume de grumes qui s’élevait a
3000 m® et qui atteignait déja 47 300 m? et pres de 1000 m? de bois transformé en 1973. En
2007 par exemple avec un volume de 9144 m® de grumes, le Moabi représentait la troisiéme
essence exportée au Gabon avant d’étre pratiquement réduit de moitié a 5199 m® en 2009
(Biwaou 2007). En 2009, au Cameroun, le Moabi a constitué le 9°™ rang des exportations
nationales de bois (Ngueguim et al. 2009).

Les produits forestiers non ligneux (PFNL) dérivés de B. toxisperma sont 1’écorce et
I’huile de Moabi. En effet, les habitants de forét produisent a partir des amandes séchées,
grillées et pressées, une huile de couleur blanchatre qui tend vers le beige qui est tres
appréciée par les populations locales (Figure N°6.a). Elle est riche en acides gras palmitique,
stéarique et surtout oléique. Cette huile est généralement utilisée pour les besoins
alimentaires, de pharmacopée et cosmétique, destinés a ['usage familial et a des fins
commerciales (Betti 1994; Schneemann1995 ; Mezoghe-Ntoune & Julve 2007).

L’huile est par exemple utilisée pour soigner les affections cutanées et les
rhumatismes. En cosmétique, 1’huile de Moabi sert a fabriquer du savon et une créme pour les
soins des cheveux et de la peau (Figure N°6.b). Le prix de I’huile de Moabi varie
généralement entre 1000 et 7000 CFA le litre (=1.5 a 10.5 Euros), selon les saisons et les
zones d’abondance de I’arbre. Des études économiques comparatives révelent qu’une grume
de Moabi abattue a son diametre minimum d’exploitation (DME = 100cm) rapporte moins de
revenus, comparé a plusieurs productions d’huile issues des nombreuses fructifications d’un
méme arbre en pied, tout au long de sa vie. Ngueguim et al. (2009) rapportent qu’a court
terme un abattage ponctuel rapporterait environ 1.080.000 CFA (1500 Euros), frais
d’exploitation et d’exportation inclus, alors que la production en huile pour le méme arbre
rapporterait aux habitants des foréts environ 13.600.000CFA(= 20 000 Euros), en considérant
le prix de vente le plus bas du litre d’huile.

L’écorce de Moabi est un remede, il est utilisé en décoction pour soigner le mal de
dos et les douleurs dentaires. Au total, le Moabi est utilis¢é pour plus de 50 indications
médicinales différentes, et la commercialisation de I’huile rapporte un revenu substantiel sur
le long terme (Deravin 2010).
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Figure N°6. Présentation de quelques produits dérivés du Moabi. (a), une présentation de
I’huile de Moabi sous sa forme brute commercialisée en milieu rural (Jiofack & Ngueguim
2009) et (b) une pommade a base de beurre de Moabi élaborée pour un usage cosmétique a
I’international. Produits dérivés des grumes avec (c) porte massive et (d) parquet en bois de
Moabi.
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8- Intéréts socio-culturels

Le Moabi impregne tres profondément les traditions locales des habitants de la forét.
En effet, en plus de ses caractéristiques physiques et écologiques, I’interaction entre
I’¢léphant et ’arbre apporte une dimension sacrée au Moabi. C’est sous les pieds des grands
Moabi qu’on enterrait les grands patriarches et ¢’est 1a aussi qu’on laissait les grands blessés
qui guérissaient miraculeusement (Deravin 2010). D’ailleurs, des études archéologiques
menées au Gabon et au Cameroun ont montré que les meules de charbons de bois de Moabi
étaient indicatrices de présence humaine historique et préhistorique (IX et XVIII® siécle)
(White & Oslisly 1998 ; Oslisly ef al. 2000 ; white ef al. en préparation).

La poudre de Moabi est régulierement utilisée dans les rites initiatiques. Par exemple,
les pygmées Baka utilisent la poudre de Moabi lors d’une cérémonie traditionnelle appelée
« Yéyi » pour se rendre invisibles en forét lors de la chasse a 1’éléphant.

Le grand Moabi sert aussi de siége du tribunal pour les palabres, il a donné son nom a
de nombreux villages, et figure dans de nombreux chants et Iégendes Bantu
(amisdelaterre.org). Au Gabon, par exemple, le chef-lieu du département de la Douigny (Sud-
Ouest) est dénommé « Moabi », et les différents clans de ce département portent des
appellations qui incarnent les différentes ramifications des racines du Moabi. Au Cameroun,
dans la forét du Dja (Sud-Est), plusieurs noms de village dérivent également de I’appellation
vernaculaire du Moabi (Ngueguim et al. 2009 ; Deravin 2010).

En somme, ces différentes informations montrent que le Moabi est un arbre dit
« multi-usage » c'est-a-dire un arbre qui présente des intéréts autres que celui lié a sa
commercialisation. Pour toutes ces raisons et pour des raisons de préservation de I’espéce, le
Gabon a définitivement interdit ’exploitation forestiére des grumes de Moabi le 04 Février
2009, au travers dun décret de son ministére des eaux et foréts(Décret
137/PR/MEFEPA/04/02/2009).

9- Problématique autour du Moabi.

Les informations générales concernant 1’écologie de B. toxisperma nous ont permis de
retenir que le Moabi présente une régénération limitée et restreinte du fait de la forte
prédation dont il fait ’objet, et du faible niveau d’ensoleillement dont il dispose lorsqu’il est
dans le sous-bois.

Le role majeur de I’éléphant et de ’homme dans la dispersion efficace des rares
graines ayant échappé a la prédation, a travers des sites favorables de la forét, montre que la
régénération de B. toxisperma est essentiellement tributaire de la présence d’un nombre réduit
de frugivores.

La mise en pratique d’un diamétre minimum d’exploitation (D.M . E=100cm) fix¢é a
un diamétre proche de son diamétre moyen de fructification (70cm) pourrait davantage
contribuer a limiter sa régénération au travers d’un déséquilibre dans la structure
démographique au sein des peuplements. L’exploitation sélective contribue également en la
réduction additionnelle de la densité et de 1’isolement spatial des adultes chez le Moabi. La
réduction des effectifs en arbres fructiféres dans certaines zones pourrait a court terme
favoriser le déplacement des disséminateurs efficaces de ses graines vers des zones plus
denses ou vers des especes plus abondantes.

Par ailleurs, du fait de I'importance économique et curative que revétent les produits
forestiers non ligneux dérivés du Moabi, la raréfaction en Moabi pourrait aggraver les
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problémes de pauvreté et de santé rurale tout en encourageant la disparition de certains
villages du fait d’un exode rural forcé.

Pour toutes ces raisons, I’avenir du Moabi est incertain. I1 a donc été rajouté a la liste
des especes vulnérable par 'ITUCN (White 1998) tout comme I’¢léphant, son principal
disséminateur.

La raréfaction de B. toxisperma pose donc des probléemes, de régénération, de
reproduction, et de diversité génétique. Il pourrait représenter un modele biologique adapté a
nos questions scientifiques, et idéal, pour tester nos hypotheses de travail.
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Chapitre III : Matériel et Méthodes

Le présent chapitre s’attelera a présenter principalement les outils moléculaires d’analyse, et
brievement, quelques méthodes d’analyses biostatistiques, bien connues, qui ont servi a
présenter les résultats majeurs de cette these.

I- Les outils moléculaires

Dans le cadre de notre étude et tenant compte des hypotheses scientifiques a tester,
nous avons choisi de mener cette étude sur la base d’outils moléculaires maitrisés d’un point
de vue scientifique et qui permettent de produire des résultats réalistes et exploitables pour les
programmes de conservation et de gestion durable des foréts. Notre choix s’est donc porté sur
les marqueurs microsatéllites, qui sont des locus positionnés dans le génome des €tres vivants
et qui sont caractérisés par des répétitions en tandem d’un motif nucléotidique d’une ou
plusieurs paires de base, le long d’une séquence courte de quelques centaines de bases (Jarne
& Lagoda 1996).

Les microsatéllites sont généralement soumis a un modéle de mutation par pas (ajout
ou retrait d’un motif) de type SMM (Stepwise Mutation Model » (Kimura & Otha 1978) qui
est susceptible de créer de I’homoplasie (identité par 1’état) entre les états alléliques des
individus considérés. Un autre modele de mutation de type IAM « Infinite Allele Model »
(Kimura & Crown 1964) caractérise également leur évolution. Ce dernier présente moins de
risque d’homoplasie, mais a la particularité de créer a chaque mutation, un nouvel all¢le au
locus considéré.

Les taux de mutations des microsatéllites sont variables, allant de 102 a 10
mutations par locus et par génération (Estoup & Angers, 1998). Les mutations ponctuelles
(insertion, délétion ou substitution) concernent généralement les régions flanquantes de la
séquence du motif répété. Une mutation dans cette région peut provoquer |’absence
d’amplification de la séquence microsatellites, et crée des alleles dits nuls, c'est-a-dire non
détectables. La fréquence de ces alleles nuls dans les données d’analyse peut engendrer des
biais dans I’estimation des fréquences allé¢liques aux locis considérés, créant ainsi des biais
d’estimation dans les analyses biostatistiques basées uniquement sur les fréquences
alléliques.

Entre les microsatellites, on distingue les microsatellites nucléaires qui sont
d’héritabilité biparentales, soumis aux lois d’association des gamétes mendéliennes, ils sont
recombinants, trés polymorphes et présentent des taux de mutation élevés (p = 107 a 107 ;
Hardy ef al. 2003). Les microsatellites chloroplastiques ont une héritabilité uniparentale
(souvent maternelle), ne se recombinent pas, et présentent généralement des vitesses de
mutations faibles (entre 107 a 10°) (Provan er al. 1999; Navascués et al. 2006) comparé aux
microsatéllites nucléaires. L’ ADN chloroplastique est haploide et transmis par la mére chez le
plupart des angiospermes (Pillay & Armstrong 2001; Pharmawati et al. 2004). De fait les
microsatéllites chloroplastiques sont soumis a la dérive génétique a un degré plus élevé que
les microsatéllites nucléaires, causant ainsi une structuration plus rapide de la diversité
génétique a Dintérieur des populations d’effectifs limités. Ces propriétés font de I’ADN
chloroplastique, le marqueur de prédilection pour la phylogéographie intra-spécifique (AVISE,
2004). Les marqueurs du génome chloroplastique sont susceptible de révéler des structures
génétiques qui peuvent remonter a celle des refuges du Pléistoceéne, mais aussi des voies de
recolonisation postglaciaires (PETIT et al. 2003).

La différence dans leur localisation au niveau du génome peut étre utilisée pour
fournir une information complémentaire et compléte sur la dynamique spatiale de la
distribution de la diversité génétique au travers des différentes propagules de dispersion des
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genes, que sont le pollen et les graines. La différence dans leur vitesses de mutation peut
apporter des informations sur la signature d’événements contemporains, ou plus anciens,
ayant affecté la structure génétique ou les traits d’histoire de vie chez les angiospermes.

Ces observations montrent que les marqueur microsatéllites nucléaires et
chloroplastiques sont des outils bien adaptés aux études de diversité génétique et de
phylogéographie chez les angiospermes. De plus, leur haut polymorphisme et leur
codominance les rendent utiles pour la discrimination de I’apparentement entre individus, la
mesure des flux des génes et la reconstruction de la dynamique démographique des
populations (Luikart & England 1999).

B. toxisperma est une espece nouvelle en biologie évolutive, la présente étude est une

pionni¢re dans cette initiative. Pour les besoins de 1’étude, une étape préliminaire a donc
consisté a mettre en place une banque microsatéllite nucléaire spécifique a notre modele
d’étude biologique. Les marqueurs microsatellites chloroplastiques connus universels,
permettent d’amplifier plusieurs familles d’angiospermes du fait que certaines parties du
génome chloroplastique sont bien conservées entre elles. Nous avons retenus pour I’analyse
de la diversité chloroplastique, des marqueurs microsatéllites chloroplastiques développés sur
Nicotiana tabacum (Solanaceae) Weising & Gardner(1999), qui amplifient de maniere
spécifique B. toxisperma, et qui présentent un polymorphisme de taille entre les états
alléliques des individus étudiés.

Nous présenterons dans ce chapitre succinctement, (i) les caractéristiques des
différents marqueurs moléculaires utilisés dans le cas de notre étude et nous présenterons
brievement les principales méthodes d’analyses (également présentées dans les chapitres IV,
V et VI de la theése) dont découlent les principaux résultats de notre étude, notamment, les
estimateurs de la diversité génétique, les analyses d’exclusion et d’assignations de parenté, les
inférences de dispersion des genes via les méthodes d’apparentement et d’isolement par la
distance, et enfin les méthodes d’assignation Bayésiennes.
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2- Les marqueurs microsatellites nucléaires spécifiques a B. toxisperma
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Abstract

Baillenella toxisperma is a scattered endemic species of the Guineo-Congolian forest. We
developed 15 nuclear microsatellite markers specifically for B. toxisperma to analyse the
genetic diversity of 188 individuals distributed in two natural populations in Gabon. On
average, 8.3 alleles per locus were identified; observed heterozygosity ranged from 0.056
to 0.872 and expected heterozygosity from 0.282 to 0.823 among populations. Only three
loci showed a significant departure to Hardy-Weinberg equilibrium, but no linkage
disequilibrium was observed for any pair of loci.

Keywords: Baillonella toxisperma, genetic diversity, nuclear microsatellites
Received 31 July 2008; revision accepted 17 November 2008

The monotypic genus Baillonella belongs to the Ericales
order of the Sapotaceae family. Baillonella toxisperma Pierre
(usually named Moabi) is endemic of the Guineo-Congolese
region (White 1983), ranging from Angola (Cabinda) to
southern Nigeria. Because trees are scattered in the forest
(around one individual per 15-20 ha of forest; Letouzey
1985), B. toxisperma can be considered as a species with
very low density per hectare. Loggers appreciate it for the
quality of its wood and local populations for its fruits
(Doucet & Kouadio 2007). Fruits are consumed mostly by
large mammals, particularly by elephants, which are its
main disseminator. Its bark and oil (extracted from seeds)
are used as food or for medicinal and ethno-botanical
purposes (Schneemann 1995).

To our knowledge, no specific nuclear microsatellite
markers have been developed for B. Toxisperma up to now.
Here we present 15 highly polymorphic microsatellite (simple
sequence repeat) loci specifically designed for B. toxisperma.

A tofal of 188 trees (saplings and adults) of B. foxisperma
were sampled in two populations of natural forest in
Gabon (region of Haut-Abanga: 0°30'N, 11°00’E). Fresh
leaves or cambium were harvested from each tree and
dried in silica gel. A total of 180 mg of leaves and 350 mg
of cambium were used to extract total DNA according to a

Correspondence: Dyana Ndiade Bourobou. Fax: +33 (0)4 67 5037 32;
E-mail: dyana.ndiade-bourcbou@cirad.fr or dndiade@yahoo.com

@ 2009 Blackwell Publishing Ltd

protocol derived from Dolezel ef al. (1989) for leaves, and a
procedure from Bousquet ef al. (1990) for cambium.

A genomic microsatellite-enriched library was screened
using the method developed for simple sequence repeat
{SSR) analysis by Billote et al. (1999). Eight micrograms of
total DNA was digested with Alul. (GA),, (CA),, (GAA),,
(TAA),, (TAC),-repeat enrichment was achieved by
hybridization of cleaved fragments with biotinylated
(CT)e, (GT)g, (CTT)s (ATT)y, (ATC); oligoprobes and capture
of labelled sequences through streptavidin-biotin affinity.
The selected fragments were amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and ligated into a PGEM-T vector
(Promega). Recombinant plasmids were used to transform
competent XL1-Blue Escherichia coli strains (Stratagene).
Positive blue colonies were tested for the presence of
inserts with PCR. Bacterial clones containing inserts of
500 to 1000 bp were selected and cultured. They were sent
to GATC Biotech (Germany) for plasmid extraction and
sequencing. Primers with an M13 tail at the forward primer
5-end were designed complementary to flanking regions
of the repeats, using the Oligo Explorer 1.1.0 freeware
(Teemu Kuulasmaa 2000-2002; http: //www.genelink.com/
tools/gl-oe.asp). Fifteen polymorphic nuclear microsatellite
loci were selected to screen 188 samples of two populations
(Miegue, Abanga) of B. foxisperma.

The fragments were amplified by duplex PCR in 10-uL.
reaction volume, under the conditions specified in the
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Table 2 Cross-species test result of the eight successful nuclear microsatellite markers from Baillonella toxisperma Pierre to 30 individuals of

vitellaria paradoxa

Locus name GenBank Repeat motif Primer sequence (5'-3)° T,0C)  Allelesize  n, N

mCIRBtHO71 FM242101 (AG) 4(GT)yy F: *GGACTCATCCTTGCTGC 538 211-255 12 4

mCIRBtDOS1 FM242096 (AG),,(AG), ﬁm 547 152-186 14 18

mCIRBtEOS] FM242009 (CTye l‘f *AARACACCAACAGAGCAAG 529 118-124 3 17
R: GACOGCATTAGATTCATTC

mCIRBtEO6 FM242008 (GA), F: *CCCCATGAACAACACAAG 53.6 134-162 11 n

mCIRBtBCO6 FM242003 (CThs llf *ACACACCAAACTTCTATCC 512 248-256 3 9

mCIRB:GO8 FM242102 (CTT)CAICT A Tha : 'mmt:tcm 52.6 143-157 7 18

mCIRBtADG FM242000 (A ﬁm 76 12 1 19

mCIRBtEO3 FM242007 (CT), % m 55.0 176-198 2 25
R: GETTTTCAGAGGGETTTTGE

*5'M13 tail: CACGACCGTTGTAAAACGAC; F, forward sequence; R, reverse sequence; T, ling temperature; allele size

range expressed in base pairs not taking into account the 19 bp of the M13 tail; n,, numberofobsavedalle!eperlocm N, number of

individuals successfully genotyped.

Multiplex PCR kit (QIACEN): 1x Master Mix containing
MgCl12, dNTPs and HotStar Tag DNA polymerase, 0.08 um
of the two forward M13 5"-tail-end primers and 0.10 pm of
the two reverse primers, 0.10 tm IRDye fluorescent-labelled
M13-primer (700 or 800 nm), and 5 ng of genomic template
DNA. Reactions were performed on a Mastercycler
thermocycler (Eppendorf) with the following programme:
a denaturation step for 15 min at 95 °C, 1.5 min at 67 °C
and 1 min at 72 °C, a seven-cycle touch-down programme
for 30's at 94 °C, 1.5 min at 65 °C with a 2 °C decrease at
each step, and 1 min at 72 °C, a 24-cycle programme for
30sat94 °C, 1.5 minat 51 °Cand 1 minat72 °C, and a final
elongation step for 30 s at 60 °C.

The amplified fragments were analysed at 700 and
800 nm by electrophoresis on an IR-DNA analyser (LI-COR
4200 sequencer) at the Montpellier Languedoc-Roussillon
Genopole genotyping platform. Genotyping was performed
with Saga software (LI-COR).

Standard genetic diversity was analysed with FSTAT
(Goudet 1995) and Genetix software (Bekhir ef al. 2000),
which also tested the Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE). The number of alleles per locus ranged from two
(mCIRBtA02 and mCIRBtC03) to 15 (mCIRBtBC06), and
the mean number of alleles per locus was 8.3. Expected
heterozygosity ranged from 0.282 (mCIRBtBO5) to 0.823
(mCIRBtED3) in the population of Miegue, and from 0.286
(mCIRBtBO5) to 0.812 (mCIRBtBCO1) in Abanga (Table 1).

No linkage disequilibrium was observed for any pair of
loci after Bonferroni correction performed with rsTaT (Goudet
1995) software. Two loci (mCIRBtBO5 and mCIRBtA02) in

© 2009 Blackwell Publishing Ltd

Miegue and one locus (mCIRBtAO6) in Abanga showed
significant deviations from Hardy-Weinberg (Table 1). The
observed departure from HWE can be interpreted as the
result of the Wahlund effect (sub-structuring of a popula-
tion), selfing and /or presence of null alleles. The presence
of null alleles was tested with Micro-Checker 2.2.3 (Van
Qosterhout ef al. 2004). Null alleles were shown to occur at
high frequencies in loci exhibiting significant departures
from HWE and at lower frequencies in others.

The 15 nuclear microsatellite markers presented here
were also tested using 30 individuals from two populations
of Vitellaria paradoxa, a species of the Sapotaceae family. Eight
primers were successfully amplified (Table 2), mCIRBtEO3,
mCIRBtAO6, mCIRBtEO51, mCIRBtBC06, mCIRBtDO51,
mCIRBtEOS, mCIRBtGOS, and mCIRBtHO71. Only one was
monomorphic, mCIRBtA06. The number of alleles ranged
from one to 14. These results suggest that these polymorphic
microsatellites will be valuable for population genetics
studies on Baillonella toxisperma and closely related species.

These markers are an efficient tool for future genetic
analyses of the ecology of a species that is present at a very
low density in evergreen forest only. Several questions will
be addressed in future research projects. What is the level
of genetic diversity within and between populations?
What is the contribution of seed and pollen dispersion to
gene flow? What is the spatial genetic structure of the dif-
ferent cohorts? What are the patterns of the mating system
(rate of allofecondation and selfing)? Finally, these markers
will help to investigate the impact of human activities on

the genetic dynamics of rare species.



4 PERMANENT GENETIC RESOURCES NOTE

Acknowledgements

We are very grateful to Samuel Mbadinga, Nicole Muloko, Yves
Nouvellet and Eric Chezeaux for implementing the strategy that
launched this ch project. We thank the ROUGIER GABON
mehh#mdmgmphﬂm
Moussavou, Edouard Nzengue, Loic Blondi, Patrick Nzondo, and
Ignace M for in the field. We thank Ronan
Rivallan (Montpellier Languedoc-Roussillon Genopole — UMR
DAP of CIRAD) for technical assistance.

References

Bekhir K, Borsa P, Coudet |, Chiki L, Bonhomme F (2000) Cenetix
oversion 4.01, lqrdequwaan‘anub—

Page |38

Dolezel ], Binarova P, Lucretti S (1989) Flow cytometry was used
to analyse the DNA content of nuclei isolated from plant tissues
and from callus and cell suspension cultures in vitro. Biologia
Plantarum, 62, 113-120.

Doncet]l.. Komduﬂm)h“tmwphnda
I forestiére en Afrique le. Parcs et Réserves, 62,
531

Goudet | (1995) ¥sTAT, version 1.2: a computer program to calcu-
late F-statistics. Journal of Heredity, “,M

Letouzey R (1985) Notice de la carte phytogéographique du C,
au 1/50 000. Institut de la Carte Internationale de la Végétation.
Toulouse, France.

Schneemann | (1995) Exploitation of Moabi in the humid dense
forests of Camercon. Harmonization and improvement of two
conflicting ways of exploitation of the same forest resource, BOS

'm l | 2 “L d( P 1 ll 2 *ll t', 1
lier 2, Montpellier, France.

Billote N, Lagoda PJL., Risterucci A-M, Baures FC (1999) Microsat-
ellite enriched libraries: applied methodology for the develop-
ment of SSR markers in tropical crops. Fruits, 54, 277-288.

Bousquet |, Simon L, Lalonde M (1990) DNA amplification from
vegetative and sexual tissue of trees using polymerase chain
reaction. Canadian Journal of Forestry Research, 20, 254-257.

Newsletter 31, 14 (2), 20-32.
Van Oosterhout C, HMWF Wills DP, Sl\lylty?(M)
ermn-mkm-lelllhdah Molecular Ecology Notes, 4, 535-538.
White F (1983) The Vegetation of Africa. A descriptive memoir to
the UNESCO/AETFAT/UNSO vegetation map of
Africa. United Nations Educational, Scientific and Cultural

Organization, Paris.

© 2009 Blackwell Publishing Ltd



Page |39

3- Mise en évidence du polymorphisme des microsatéllites chloroplastiques chez B.
toxisperma

Plusieurs microsatéllites chloroplastiques universels ont été testés sur B. toxisperma pour

caractériser leur polymorphisme de taille (Tableau N°1, Tableau N°2), seuls, trois loci,

ccmpl, ccmp3 et ccmp4 se sont révélés polymorphes, avec un nombre d’états allélique qui

variait de 2 a 4 selon le locus considéré ( Tableau N°3). En concaténant les états alléliques

au trois loci, treize haplotypes ont pu étre construit pour mener notre étude ( Tableau N°4).

Tableau 1. Liste des microsatellites chloroplastiques développés chez Nicotiana tabacum
(Solanaceae) par Weising & Gardner(1999) et amplifiant de manicre spécifique B.
toxisperma.

Table 1. Size and posinion of 10 tobacco cpDNA microsatellites selected for the construction of consensus prmer

patrs compl-compl0. 7, values were calculated by the Wallace rule (Thein and Wallace 1986), or according to the Cprimer
program (based on an algonithm described by Breslauer et al 1986) Degenerate posttions are Y (= C ¢ ), B (=G, C. & T)
wdD(=AT oG

Position Repeat n Primers deduced from multiple T. (*C) Size 1n
Code dp) Locanon tobacco sequence alignment Wal Cpr tobacco (bp)

compl 3801 ok wtron Mhe S CAGGTAAACTTCTCAACGGA-3 58 §33 139
§ CCOGAAGTCAAAAGAGCGATT-Y 58 573

cemp? 8609 § to om$ (A)y, S WGATCCCOGACGTAATCCTG-3' 60 580 189
$ATCGTACCGAGGGTTCGAATY 60 586

comp3 10078 G iatron Mu SCAGACCAAAAGCTOACATAGS 58 $13 12
S GTTTCATTCGGCTCCTTTAT.S 56 539

cempd 128m apF fatron Mo S-AATGCTGAATCGAYGACCTA-Y 60 53 126
SCCAAAATATTBGGAGGACTCT-S 58 56.1

cemps 16950 3 to rpel )Mo STGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT3 62 550 121
1a9M MCA)M SAGOTTCCATCGGAACAATTAT-Y 58 54

cempé 45119 ORF 77-ORF 82 (ML) S COATGCATATGTAGAAAGCC.Y 58 527 103
intergenic S CATTACGTGCGACTATCTCCY' 60 525

cemp? 5733 atpB-rdcl (A S -CAACATATACCACTGTCAAG:S 56 451 133
intergenic SCACATCATTATTGTATACTCTTTC.3 58 440

ccmp$ 71 563 pl20-rp:l2 ML SSTTGGCTACTCTAACCTTCCCS 60 529 M
iatergenic SITCTTITCTTATTTCGCAGDGAA-Y 58 539

ccmpd 74 060 ORF 74b-p1b8 My S GOATTTGTACATATAGGACA-Y o4 451 98
ntergenic SCTCAACTCTAAGAAATACTTG Y 56 442

Tableau 2. Liste des microsatellites chloroplastiques développés chez N. tabacum par Bryan
et al.(1999) et amplifiant de maniére spécifique B. toxisperma.

Annealing Size
Locus Primers (5-3) temperature (°C) Location (bp)
NTCPS ATATTGTTTTAGCTCGGTGG 55 G intron (9895 — 10 145) 251
TCATTCGGCTCCTTTATG
NTCP9 CTTCCAAGCTAACGATGC 55 mG/omR mtergenic region 237
CTGTCCTATCCATTAGACAATG (10220 - 10456)
NTCPI2 CCTCCATCATCTCTTCCAA 55 10s2/7poC? intergenic region 126
ATTTATTTCAGTTCAGGGTTCC (16892 - 17017)

Note: Locations are indicated according to the tobacco ¢fDNA (Wakasugi et al 1998: the accession munber Z0D044 m the EMBL Nucleotide Sequence
Database), where the first and last nucleotide numbers are given in parentheses. The size of amplified fragments is the one expected from tobacco ¢iDNA.
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Tableau N°3. Caractéristique des trois loci microsatéllites chloroplastiques polymorphes chez
B. toxisperma. Les tailles observées sont en paires de base et ont é&t¢ mesurées sur gel
d’acrylamide a 6, 5%, selon la Technologie de séquencage au LICOR.

Microsatellites Position Motif répété | Hybridation Taille Alleles
(T°c) observée(bp) | (Na)
ccmpl trnK intron (Mo 48 - 64 166 - 169 4
ccmp3 trnG intron (M) 39-53 133 - 134 2
ccmp4 atpF intron (M3 39 - 64 156 - 157 2

Tableau N°4. Liste de 13 haplotypes identifiés chez B. toxisperma. Les haplotypes sont
construits sur la base des états alléliques aux loci microsatéllites chloroplastiques ccmpl,
ccmp3 et ccmp4 .

Haplotype | identifiant | ccmpl | ccmp3 | ccmp4d
HO1 A 166 133 156
HO2 B 166 133 157
HO3 C 166 134 156
HO4 D 166 134 157
HO5 E 167 133 156
HO6 F 167 133 157
HO7 G 167 134 156
HO8 H 167 134 157
HO9 I 168 133 156
H10 J 168 133 157
H11 K 168 134 156
H12 L 169 133 156
H13 M 169 134 156

Figure N°1. Mise en évidence du polymorphisme de taille au locus microsatéllites ccmp1
chez B. toxisperma. Migration sur gel d’acrylamide a 6, 5% ( Technologie Licor).

Polymorphisme de taille des
:I'- états alléliques

&— Ligne de calibrage de la
déformation du gel (Desmiling)
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Une grande diversité des haplotypes chez Baillonella toxisperma.

Les trois marqueurs microsatellites universels développés chez N. tabacum par Bryan

et al.(1999) ont présent¢ une amplification spécifique (Ccmpl, Ccmp3 et Ccmp4) et
polymorphe pour certaines régions de I’ADN chloroplastique de B. toxisperma . Les treize
haplotypes issues de 1’association des alléles portés par ces trois loci mettent en évidence une
large gamme de lignées maternelles de graines chez cette espece. Un niveau de diversité
similaire a été également mis en évidence chez Vitéllaria paradoxa (arbre a Karité), une autre
Sapotaceae, génétiquement proche de B.foxisperma (Ndiade-Bourobou et al. 2009), pour
laquelle, quinze haplotypes ont été mis en évidence (Allal et al. 2011 ; Logossa ef al. En
préparation). De tels niveaux de diversité des familles des graines sont assez rares chez les
espece tropicales Africaines et pourrait expliquer la limitation des informations scientifiques
des études de diversité génétique, confinées aux marqueurs microsatellites nucléaires,
notamment chez Aucoumea klaineana (Muloko-Ntoutoume et al. 2000; Born et al. 2008), E.
Sprague (Lourmas et al. 2005) et D. benthamianus (Debout et al. 2010). Le haut niveau de
diversité génétique enregistré chez B. toxisperma pourrait d’une part refléter une évolution
rapide des microsatellites du génome chloroplastique via des vitesses de mutations élevées
sous un modele de type SMM comme mis en évidence par les liens phylogénique entre les 13
haplotypes détectés (Figure n°10). Part ailleurs, I’occurrence des erreurs d’amplification des
loci microsatellites dues au dérapage de la taq polymérase durant la réaction de
polymérisation en chaine (PCR) pourrait éventuellement expliquer ce haut niveau de
polymorphisme. Cette derniére hypothése serait difficile a expliquer nos résultats puisque
toutes les différentes PCR effectuées dans le cas de notre étude ont été effectuées avec une
gamme de 3 témoins répétées chacun a deux fois par plaque PCR, dans les méme conditions
(matériel labo, thermocycleurs, kit Qiagen PCR, manipulateur), via la méthode de séquencage
IR- DNA Analyser/génotypage SAGA . De ce fait, I’occurrence des erreurs d’amplification
aurait pu étre détectée par une évolution de la taille des alleles d’un ou plusieurs de nos
témoins au cours des nombreuses PCR effectuées sur les 517 individus et 288 plantules
génotypés dans le cadre de cette étude. A cela, il faut savoir que le test de polymorphisme des
3 loci utilisés a été également confirmé par un séquengage au Nitrage d’argent (AgNO3) sur
gel d’acrylamide. La répétabilit¢é des conditions PCR, I’association des témoins pour la
confirmation des tailles des alleles et I'usage de différentes méthodes moléculaires pour
confirmer le niveau de polymorphisme des 3 loci microsatellites chloroplastiques pourraient
bien étayer 1’évidence du haut niveau de diversité génétique enregistré chez les lignées
maternelles de B. toxisperma.
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4- Synthése de quelques méthodes d’analyses biostatistiques appliquées sur les données
génétiques de B. toxisperma

La diversité génétique : I’Hétérozygotie théorique (H.), définie par Nei (1973) :

He = ] - Z.\'t:

=]

Ou Xi est la fréquence de I’état allélique 1 dans 1’échantillon considéré. La diversité
multilocus est estimée en mesurant la moyenne du H. aux loci considérés.

La richesse allélique : la richesse allélique Ar(E]l moussadik et Petit 1996)

Elle représente une autre manicre d’estimer la diversité génétique dans les populations. C’est
une richesse allélique standardisée, obtenue par la méthode de raréfaction qui s’affranchit de
la taille de I’échantillon. Le nombre d’alleles attendu dans un sous-échantillon est 2n génes,
2N genes ¢étant le nombre de geénes échantillonné, au total. Si n est le nombre minimum
d’individus génotypé a un locus dans un échantillon donné, alors la richesse allélique
standardisée 4 proposée est :

Avec, Ni , le nombre d’alleles i parmi les 2N genes.
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La différenciation génétique et 1’indice de fixation : le Fst et le Fig

Le Fst de Weir & Cockerman (1984) est un estimateur multiallélique et multi-locus basé
sur une analyse de variance de la fréquence d’un all¢le entre des sous- populations. Il
estime la corrélation des genes entre individus dans une population, sur I’ensemble de la
population selon :

Fsr= 2(4;))/ 2(4; + B; + C))

Le Fis selon Weir & Cockerman (1984) estime la corrélation des génes chez les individus
dans une population selon :

Fis = 1- CG/(B;+C(C)

A;, est la composante inter-population de la variance des fréquences alléliques, B;, la
variance entre individus a I’'intérieur de chaque population de la variance des fréquences
alléliques, et C;, la composante entre gametes a I’intérieur de chaque individu de la variance
de la fréquence allélique.
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Méthode d’analyse du systéme de reproduction

L’¢tude du systeme de reproduction se base sur le principe des croisements mixtes
« Mixed mating model » a I’intérieur des populations naturelles (Brown & Allard 1970 ;
Brown et al. 1975). Ce modele suppose qu’une fraction (s) de croisements est due a de
I’autofécondation, et une autre a de I’allofécondation (¢ = 1 — s), en supposant le nuage
pollinique et ¢, identiques chez chaque mere et, I’allofécondation issue de croisements
panmictiques. Soit gjj, le génotype du descendant issu d’une meére M, on pose :

P(gs) = tP(g; | M) + SP(g; / M;)

Avec P(gij/ M) est la probabilité que M donne g;; par panmixie (rm : random mating) et
P(gii/ M) est la probabilité que M, donne g;; par autofécondation ( s : selfing).

Une matrice qui donne la probabilité d’avoir le génotype d’un zygote est alors construite
sachant la fréquence des alléles (p) dans la population et tenant compte du génotype de la
mere (Ritland & jai, 1981). Les parameétres (s et p), ainsi que le génotype maternel, le plus
probable sont inférés en fonction de I’analyse des génotype de plusieurs descendances

selon une méthode du maximum de vraisemblance et de procédures d’itérations (Ritland
& jai, 1981).

Ritland (1988 ; 1989) a étendu ce modele a I’étude des corrélations génétiques entre les
descendances « correlated mating model ». Il propose un coefficient de corrélation
d’autofécondation dans les descendances (7y), qui permet d’inférer la variation du taux
individuel d’autofécondation. Une corrélation de paternité est également proposée par le
coefficient (rp) qui sert a estimer la proportion de pleins freres et de demi fréres dans les
descendances.
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Calcul des vraisemblances :

Le logarithme du rapport des vraisemblance, le LOD score, permet de calculer la relation
de parenté de type R entre deux individus 4 et B selon :

LOD score = [n[ Probabilité 4 et B liés par la relation R]
Probabilité A4 et B non apparentés

Si R est une relation de type parent/ descendant (ou couple de parent/ descendant), on
pose :

LOD score = [n (T/P)

Avec, T, la probabilité de transition Mendélienne du parent (ou couple de parent) au
descendant et P, la probabilité d’observer le génotype par hasard, selon sa fréquence dans
la population.

Ainsi, sous ’hypothése d’absence de déséquilibre de liason et en présence de panmixie
pour un marqueur codominant a un locus diallélique, dont les fréquences des alleles I et J
sont i et j, la relation entre un pére A(de génotype ga) et le descendant B (de génotype gg),
connaissant la mere C(de génotype gc) (Marshall et al. 1998) est :

LOD score = [n (gp/gc, 24/ 2p/2¢)

e Dans le cas des assignations de paternité, la pere efficace est identifi¢é comme celui
qui présente la plus grande probabilité de transition.
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Le coefficient d’apparentement : Fj;, le Kinship coefficient

Le coefficient d’apparentement caractérise la probabilité d’identité¢ par
descendance (IBD) entre deux geénes (transmis par un ancétre commun), tirés au hasard
chez deux individus. Les Kinship coefficients sont basés sur la probabilité d’IBD de deux
¢tats alléliques échantillonnés sur des genes homologues (Loiselle et al.1995 ; Ritland
1996). Les estimateurs du coefficient d’apparentement basé¢ sur les marqueurs
microsatéllites estiment un « kinship relatif », qui peut étre défini comme un ratio des
probabilités d’identité en I’état (Rousset 2002 ; Vekemans & Hardy 2004).

Ainsi, pour deux individus i et j, le Kinship coefficient peut s’écrire :

Fij: Ql]'Qm/(l 'Qm)

Avec @y, comme la probabilité d’identité en 1’état entre deux alléles tirés au
hasard chez les individus i et j, et O, la probabilité d’ identité en 1’état moyenne dans la
population de référence.

La courbe du kinship consiste en une régression du coefficient d’apparentement entre les
paires d’individus(Kinship) en fonction de la distance géographique les séparant.
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Inférences de la dispersion des genes :

Les modeles théoriques montrent que sous certaines conditions, le Kinship entre les
individus est attendu varier de maniére linéaire avec le logarithme de la distance
géographique dans un espace bi-dimensionnel et dans un espace uni-dimensionnel (
Rousset 1997, 2000 ; Hardy & Vekemans 1999 ; Hardy 2003 ; Vekemans & Hardy 2004).
Sur cette base, une courbe de régression peut permettre d’estimer la distance de dispersion
des geénes selon la relation qui lie la densité efficace et le carré de la distance moyenne du
mouvement des genes.

Ainsi, dans un espace bi-dimensionnel on définit :

Nb = 47D 6"

avec Nb, la taille des reproducteurs au voisinage (neighbourhood size) (Wright 1931),

D., la densité efficace (en tenant compte de I’hétérogénéité dans le succes reproducteur
entre les individus), et o, le /2 du carré de la distance moyenne parent-descendant. Pour des
individus diploides, et en absence d’autofécondation dans la population de référence, Nb
peut étre également traduit selon Hardy & Vekemans 1999, par :

Nb= (1- Fy) / by = 2knD.0”

Avec bj,, comme étant la pente de régression de la courbe du Kinship en fonction du
logarithme de la distance géographique , Fy, le coefficient de consanguinité et k étant le
niveau de ploidie.




Page |48

Méthodes d’assignation Bayésiennes : Modéle de mélange non spatial

L’utilisation du principe des méthodes Bayésiennes permet de regrouper les individus en
sous-populations, sur la base de leur génotype multilocus et de leur position spatiale , en
estimant les fréquences alléliques aux loci considérés.

Les modéles de mélange Bayésiens permettent de déterminer la probabilité
d’appartenance de I’ individu i a la population k, selon la procédure suivante :

(1) Le prior d’uniformité :

|
Prizi =k) = =
I A

Zi étant le nombre de populations dont est originaire I’individu ;.

(i1) Les fréquences alléliques ( p ) sont alors calculées pour chaque population et a chacun
des j locus (/) considérés, de maniére indépendante selon la distribution de Dirichlet :

1)‘1 “~ P(/\]. «o oy /\_I: )

Et enfin (ii1) I’individu i est alors assigné a la population connaissant son génotype ( X ), a
chacun des j locus considérés, sur la base d’une loi de probabilité de vraisemblance et
selon une procédure d’itérations :

Pr(z;” = jIZ,P) = p,uy;

Le modéle de mélange Bayésien STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) suppose que tous
les individus sont identiquement non apparentés et n’intégre pas la corrélation spatiale
entre les individus.
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Méthodes d’assignation Bayésiennes : Modéle de mélange spatial

En prenant en compte la probabilité d’apparentement entre les individus  proches
géographiquement ( Malécot 1948), il est possible d’intégrer 1’interaction spatiale aux données
génotypiques afin de préciser le découpage des sous-populations.

Une nouvelle modélisation utilisant les coefficients d’appartenance corrélés , permet de modifier
la loi de probabilités a priori sur Z.

Les interactions spatiales sont modé¢lisés par un champ de Markov aléatoire cach¢ (HMRF)
(distribution des probabilités sur un graphe de telle sorte qu’un sommet est influencé par celui de
ses voisins). L’HMREF est alors définit par un pavage de Delaunay — Dirichlet calculé a partir des
positions géographiques des individus a étudier.

Le champ de Markov aléatoire pour le pavage de Delaunay — Dirichlet est alors calculé a partir de
la position des individus selon :

Pruli(:, =k Z,. ] F 1) X c~x|»(c Z l’(l,.}\'))-

Jo-

Avec, 3 ;. d(z; k) qui dénombre le nombre de voisins de I'individu i qui appartiennent a la
population k, ete est le paramétre d’interaction .

Le modele Bayésien de mélange TESS (Chen ef al.2007) utilise ce principe pour le regroupement
des individus.
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Chapitre IV. Biologie de la reproduction et flux des génes via le pollen : une allogamie
prédominante et une dispersion du pollen a longue distance chez B. toxisperma.

Résumé : L’analyse de de la structure du systéme de reproduction, de I’évolution temporelle
de la diversité génétique, et ’estimation du flux de pollen ont été réalisés chez B. toxisperma.
Au total 6 familles de plantules (288 individus), et 245 péres candidats échantillonnés a
I’intérieur d’un massif forestier de 2886 km” au Gabon, ont été analysés via 13(avec alléles
nuls) et 8 (sans alleles nuls) marqueurs microsatellites nucléaires trés variables. Globalement
les parametres de diversité génétique sont modérés et varient peu entre le groupe des péres
candidats et celui des plantules (4r = 3.179 — 3.181 ; HE = 0.608 - 0.620). L’analyse du
systéme de reproduction révele une allogamie prédominante (¢, = 97.5 — 98.7%), comprenant
des taux non négligeables mais faibles, d’éveénements de reproduction entre individus
apparentés (fm — s = 3.9 - 5.2%), et d’autofécondation (1 - £,=1.3 — 2 .5%). Une hétérogénéité
modérée (Or= 0.069 , P<0.001) a été détectée entre les nuages polliniques, et un nombre de
pollinisateurs efficaces au voisinage de chaque pied meére en a été déduit (N, = 7.24). Une
inégale participation dans la pollinisation efficace des adultes par rapport aux jeunes arbres
suggere une hétérogénéité dans la fécondité male chez B. toxisperma. Les distances de
pollinisation moyennes sont globalement ¢élevées et varient selon les méthodes d’estimations.
La méthode d’estimation indirecte révele une distance moyenne de pollinisation (Smoy =
11.02km) et une superficie efficace de pollinisation (4¢, =20.41 km?) élevées. La méthode
d’estimation directe a révélé une large gamme de distances de pollinisation [ = 0 — 50.37 km]
avec une distance moyenne également forte (dmoy = 18.05 -19. 93km). La forme de dispersion
du pollen de B. foxisperma est de type leptokurtique (b = 0.19 < 1) et serait probablement la
conséquence d’un assemblage de pollinisateurs a différents niveaux de vols. Cette forme de
dispersion explique 1’observation d’une pollinisation limitée a courtes distances et de rares
éveénements de pollinisation a longues distances, qui permettraient ainsi de connecter
génétiquement les arbres en fleurs les plus isolés de la population. L’estimation d’un flux de
pollen contemporain sensiblement égal au flux de pollen historique [dmoy = 10.8 = 11.02km]
suggere un flux de pollen constant a travers les générations. Bien que présentant une distance
moyenne de pollinisation tres élevée comparée a celles enregistrées chez d’autres arbres,
globalement les événements de reproduction chez B. toxisperma suivent les mémes patrons
que ceux rencontrés chez d’autres arbres hermaphrodites pollinisés par les animaux, des
milieux tropicaux.
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1- Introduction

La reproduction sexuée, du fait de sa complexité est un événement important pour des especes
immobiles telles que les plantes. Au contraire des espéces mobiles qui ont la possibilité
d’aller a la rencontre de leurs partenaires pour transmettre leurs geénes, le transport des grains
de pollen des fleurs males vers les ovules des fleurs femelles d’un individu a un autre
nécessite la contribution des médiateurs du flux de pollen. Le pollen joue un réle majeur dans
la reproduction chez les plantes, et constitue une part importante des mouvements des génes
chez elles (Ennos 1994). Chez bon nombre d’especes tropicales, la pollinisation est effectuée
par les animaux (Hubell & Foster, 1983) et des mécanismes d’attraction visuels et olfactifs
des fleurs sont nécessaires pour attirer les pollinisateurs. En effet, des études ont montré que
le diametre des arbres, la densité des arbres en fleurs, la distance les séparant, I’intensité de
floraison et la facilité¢ de détection a distance des fleurs sont des parameétres conditionnant la
sélection des arbres en fleurs par les pollinisateurs (Bawa 1998 ; Konuma et al. 2000 ;
Latouche -Hallé et al. 2004 ; Hoebee et al. 2007). De ce fait, la distribution du pollen efficace
peut évoluer d’un événement de reproduction a un autre, a la suite d’une perturbation dans la
structure démographique, la phénologie, la composition et dans I’abondance des pollinisateurs
(Degen et al. 2004).

Selon le comportement et les capacités de vols des pollinisateurs, les distances
parcourues par les grains de pollen varient. De fait, les pollinisateurs déterminent les distances
de pollinisation chez les especes essentiellement pollinisées par les animaux(Dick et al.
2008). Des estimations de distance de dispersion des grains de pollen montrent par exemple
que les oiseaux dispersent a de trés courtes distances (6 = 27- 53m), les petits insectes a des
distances courtes (6 = 300m), les grands insectes a des distances plus grandes (6 = 0.6 —
4.5km), alors que les chauves-souris enregistrent le record de dispersion a longues distances
(60 =18km) (Degen et al. 2004 ; Dick et al. 2008). Une trajectoire de dispersion du pollen, de
forme leptokurtique est souvent observée dans les populations naturelles d’arbres (Clark ef al.
1998 ; Austerlitz et al. 2004). Cette forme de dispersion matérialise bien les différentes
gammes de distances de dispersion du pollen effectuées par I’assemblage de pollinisateurs des
fleurs, chez les arbres. En effet, la forme leptokurtique décrit une courbe de dispersion du
pollen qui décroit rapidement a courtes distances, suivie d’une queue dite lourde qui
caractérise les rares évenements de dispersion a longues distances (Oddou-Muratorio et al.
2005). Dans les populations naturelles d’arbre, les évenements de dispersion du pollen a
longues distances sont régulierement enregistrées dans les populations a faible densité, de fait,
un flux de pollen densité - dépendant, qui caractérise le comportement des pollinisateurs face
a la disponibilité¢ de la ressource, a été mis en évidence par plusieurs études (Stacey et al.
1996 ; Ward et al. 2005).

Par ailleurs, 1’étude de la biologie de la reproduction des espéces tropicales a montré
au travers des analyses des descendances, une hétérogénéité dans I’identité génétique des
zygotes, mettant ainsi en évidence un systéme de reproduction gouverné par des croisements
allogames et autogames, dits mixtes, variant généralement d’une prédominance a une totale
allogamie (Murawski 1995; Loveless 2000 ; Dick et al. 2008). Les études révelent également
que le régime de reproduction des especes d’arbres est instable, car sensible aux facteurs
¢cologiques, démographiques et spatiaux (Franceschinelli & Bawa, 2000 ; Latouche et al.
2004 ; Pakkad et al. 2008). Ainsi, des perturbations d’ordre climatique liées aux variations de
température et de pluviométrie, ou d’origines anthropiques telles que 1’exploitation forestiére
sélective et la fragmentation de 1’habitat, peuvent engendrer des perturbations des flux des
genes, et de ce fait faire évoluer le régime de reproduction a I’échelle d’un peuplement ou
d’un individu, d’un événement de reproduction a un autre. L’autofécondation par exemple est
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généralement favorisée sous des conditions de tres faible densité et d’isolement spatial
critique des arbres en fleurs (Latouche ef al. 2004 ; Pakkader al. 2008) alors que
I’allofécondation est favorisée lorsque le pollen extérieur est accéssible et diversifié. En
proportion démesurée, I’autofécondation est attendue réduire la taille de la population efficace
(Ingvarsson 2007), et produire des descendances de faible valeur sélective comparées a celles
issues d’allofécondation (Caron 2000). Kelly et al. (2004) et Degen et al. (2004) montrent que
la présence de forte structures génétiques spatiales familiales a I’intérieur des populations
favorise les événements de reproduction entre individus apparentés et participe également a
produire des descendances consanguines .

De par son role moteur dans le succes de la reproduction sexuée, le flux de pollen est
donc un facteur déterminant de la reproduction et des patrons de distribution de la diversité
génétique entre les populations et entre les générations (Hoebee ef al. 2007). Explorer les
fines facettes du systéme de reproduction des plantes est utile dans la mesure ou cela nous
permet de mieux comprendre leur biologie de la reproduction, d’intégrer I’importance du
mutualisme plante-animal dans les programmes de conservation et de management des foréts,
et méme de prédire de I’évolution du systéme de reproduction des especes d’arbres face aux
perturbations de grandes envergures écologiques.

Les marqueurs microsatellites nucléaires hautement polymorphes sont largement
utilisés en génétique des populations pour les études de flux de génes et d’analyse du systéme
de reproduction (Dakin et al. 2004). Le modéle de corrélation de paternité (Ritland 1989) basé
sur le niveau d’apparentement et d’identité génétique entre paires de descendants d’une méme
famille a été¢ largement utilis€é pour décrire le systeme de reproduction des populations
naturelles des plantes. Les estimations directes du flux de pollen basées sur les distances inter-
parentales inférées grace aux méthodes d’assignation de paternité, lesquelles se basent sur le
principe d’exclusion (Jones & Arden 2003), se révelent performantes dans les études portant
sur les populations naturelles d’arbres. Les estimations indirectes basées sur les méthodes
d’autocorrélation spatiale et d’apparentement entre les descendances sont également utilisées
pour décrire la courbe de dispersion du pollen, estimer le flux de pollen et la structure des
nuages polliniques a I’intérieur des populations d’arbres (Robledo — Arnuncio et al. 2007). La
faiblesse des connaissances en écologie et en génétique des populations de la large gamme
d’espéces d’arbres de la forét tropicale humide d’Afrique implique un déficit de
compréhension des événements de reproduction et des attributs de leur systeme de
reproduction. B. toxisperma qui est une espece exploitée et représentée a faible densité (5 a 7
adultes/ha) de la forét tropicale humide Africaine, peut servir de modele d’étude pour
examiner les distances de dispersion du pollen et la biologie de la reproduction chez les
especes a faible densité. L’objectif de cette étude est de (i) déterminer le régime de
reproduction de B. foxisperma, (ii) d’estimer le flux des génes via le pollen, et (iii) déterminer
I’évolution temporelle de la diversité génétique et du flux de pollen chez B. toxisperma .

2- Mateériel et Méthodes

Le Modéle Biologique d’étude. Baillonella toxisperma Pierre, plus connu localement sous
I’appellation de « Moabi » est un genre monospécifique de la famille des Sapotaceae. C’est un
arbre endémique de la forét tropicale humide africaine du bassin guinéo-congolais (White
1983) qui présente ’essentiel de son aire de répartition situé entre le Gabon et le Cameroun.
B. toxisperma est une espece héliophile (Mapaga et al. 2002; Kouadio & Doucet 2009) a trés
faible densité & 1’hectare (5 a 7 arbres adultes /km” ; Letouzey 1985; Debroux & Delvingt
1998). B. toxisperma présente des fleurs bisexuées, actinomorphes, de couleur blanc créme,
présentant des loges uniovulaires (Louppe 2005). En forét naturelle et dans le sous-bois, les
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tiges de 10 cm de diametre présentent une augmentation annuelle moyenne en diametre de 1 a
3,5mm (Louppe 2005). De fait, B. toxisperma présente une croissance lente en forét primaire.
Il commence a fleurir tard, entre 50 et 70cm de diameétre a hauteur de bras (dbh équivalent a
environ 100 a 120 ans d’age) lorsqu’il atteint la lumiére dans la strate arbustive supérieure, et
fructifie généralement a partir de 70 cm de d.b.h (Debroux 1998; Louppe 2005). La floraison
est suivie d’une fructification annuelle de Septembre a Aot selon les pays (Debroux 1998 ;
Mapaga et al. 2002). A ce jour, peu d’informations sont disponibles sur les pollinisateurs de
B. toxisperma méme si plusieurs observations de terrains évoquent les visites régulieres des
chauves-souris sur les arbres en fleurs et en fruits de B. toxisperma.

Site d’échantillonnage. L’¢étude a été réalisée sur un bloc forestier appelé Haut-Abanga
(0°30°N, 11°00’E) couvrant une superficie de 2886.3 km? au Gabon et situé & Iintérieur
d’une concession forestiere privée (Groupe Rougier 2001; Fig.1). Nous avons échantillonné
des individus de Moabi de différentes cohortes (jusqu’a 5 en fonction du d.b.h, Tableau N°1)
a travers trois sites adjacents du massif forestier (Miegue, Mikongo et Abanga) qui présentent
des structures forestieres différentes causées essentiellement par des perturbations d’origines
anthropiques (notamment liées a I’exploitation forestiere sélective, Rougier 2001). Selon les
rapports d’inventaires (Rougier 2001), le site de Miégué, le plus occidental du bloc forestier,
est considéré comme une forét primaire, caractérisé par une canopée dense, et n’a jamais été
exploité. Le site de Mikongo, le plus oriental du bloc forestier, est considéré comme une forét
secondarisée, suite a une exploitation datant d’un demi-siécle. Le troisieme site, Abanga, est
situé entre les deux précédents et correspond €galement a une forét secondarisée mais dont
I’exploitation est plus récente (moins d’un quart de siécle). Six arbres notamment 6 pieds-
meres ont été étudiés. Ils sont isolés les uns des autres par une distance variant de 4km a
48km. Deux pieds-meres (163 & 187) sont implantés sur le site deMiégué , 3 a Abanga (117,
130 & 139) et un (124) a Mikongo (Figure N° 1). Les pieds-méres présentent des tailles de
diameétres (d.b.h entre 75 et 243cm) supérieures au diametre moyen de fructification (d.b.h
~70cm) . Au total, 288 plantules issues de la méme saison de floraison (Février 2008) ont été
récoltées sous la couronne de chaque pied-mere, dans un rayon variant de Om a 6m autour des
pieds. Les plantules échantillonnées sous un méme pied-mere constituent une famille dont le
nombre d’individus varie de 32 a 73. Sur ’ensemble des 3 sites, 245 individus (d.b.h de 15cm
a 245cm) supposés étre des donneurs de pollen, incluant les pieds-mére, ont été
¢échantillonnés. Parmi ces individus, tous les individus de d.b.h supérieure a 70 cm, ont été
collectés en suivant les cartes de géoréférencement, par contre les individus de taille
comprises entre 10cm et 70 cm ont été découverts au hasard durant la récolte sur le terrain.
Les feuilles et le cambium, récoltés sur le terrain, ont été directement conservés a 1’aide de
cristaux de sillicagel dans des sachets hermétiques. Les courbes de croissance et de
dendrochronologie (Debroux & Delvingt 1998b; Mapaga et al. 2002) révelent que le donneur
de pollen qui présentait le diametre le plus petit (d.b.h = 15cm) est au moins agé de 100 ans.
Ceci indique que I’ensemble des donneurs potentiels de pollen était installé bien avant les
événements d’exploitation forestiere survenus sur les sites de Mikongo et de Abanga.
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Figure N°1. Localisation spatiale des individus de B. toxisperma sur 1’ensemble de la
concession forestiere du Haut-Abanga au Gabon incluant les trois sites forestiers(Miégué,
Mikongo et Abanga) et distribution spatiale des individus (représentés par les points, dont les
pieds méres en rouge (124, 117, 130, 139, 163 & 187) et les péres candidats en bleu.
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Marqueurs microsatellites et génotypage. L’ADN a été extrait des feuilles et du cambium
suivant les protocoles de Bousquet et al. (1990) et de Dolozel-Matab et al. (1989),
respectivement. Quinze marqueurs microsatellites nucléaires ont été utilisés pour génotyper
tous les individus collectés selon le protocole de Ndiade-Bourobou et al. (2009). Du fait de la
présence de plusieurs données manquantes sur certaines familles de plantules (familles 163 et
187), seuls 13 des 15 loci développés pour B. toxisperma ont été utilisés pour I’étude. Du fait
de la détection des alleles nuls chez certains loci utilisés (Ndiade-Bourobou et al. 2009) et de
leur incidence sur certaines méthodes utilisées dans le cadre de cette étude (assignation
parentale et d’estimations des taux d’allo et d’autofécondation), nous avons utilisé¢ deux jeux
de loci. Un premier jeu en utilisant uniquement les 8 loci présentant un faible taux d’alleles
nuls (f <5%) et un autre, en utilisant ’ensemble des 13 loci dont certains présentent des taux
d’alleles nuls élevés (f > 5%). Bien que les semenciers sont distants et isolés les uns des
autres dans le massif forestier, nous avons voulu certifier I’appartenance des plantules
récoltées sous la couronne des semenciers au pied mére. Les haplotypes des plantules ont
donc ¢été comparés a ceux du pied-mere a travers trois marqueurs microsatellites
chloroplastiques amplifiants de maniére spécifique B. foxisperma (voir protocole, Ndiade-
Bourobou et al. 2009).

Analvses statistiques

Parameétres de diversité génétique.Nous avons estimé le nombre d’alleles par locus (Na),
I’hétérozygotie attendu (HE, Nei 1978) et I’indice de fixation (F1s, Weir &Cockerham 1984)
en utilisant les procédures implémentées dans logiciel de génétique des populations
GENETIX 4.03 (Belkhir et al. 2000). La richesse allélique (Ar) a été estimée
indépendamment de la taille de 1’échantillon selon la procédure de El1 Moussadik & Petit
(1996) implémentée dans le programme FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2001). La différence entre
les indices de fixation et les paramétres de diversité génétique a travers les cohortes a été
effectuée par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis implémenté dans le programme
XLSTAT 2010.

La différentiation génétique. La différenciation génétique (Fst, Weir &Cockerham 1984)
par paires de cohortes a été calculée a 95% de significativité suivant la procédure
implémentée dans GENETIX 4.03 (Belkhir ez al. 2000). La différenciation génétique globale
a été calculée aprés 10.000 permutations et le test de significativité unilatéral a été appliqué
selon la procédure implémentée dans le logiciel SPAGEDI 1.3 (Hardy & Vekemans 2002).

La caractérisation du systéme de reproduction. Les taux d’allofécondation multilocus (#y),
simple locus (), d’allofécondation entre individus apparentés (z,- t5) ont été calculés pour
I’ensemble des familles de plantules selon la procédure implémentée dans le logiciel MLTR
(Ritland 2004). Le taux d’autofécondation (1- #,) en a été déduit. La corrélation de paternité
(rp) entre les familles de descendants a été également calculée selon la procédure implémentée
dans le programme MLTR (Ritland 2004). Ces paramétres ont été calculés sur la base de la
méthode du maximum de vraisemblances proposée par Ritland et Jain (1981) implémentée
dans le programme MLTR. Les erreurs standard ont été calculées aprés 500 bootstraps. Le
test de significativité a été enregistré au seuil de 0.1% (P< 0.001).

Assignation de parenté. Les analyses de paternité ont été conduites par le logiciel d’analyses
de parent¢ CERVUS version 3.0 (Marshall et al. 1998). La procédure d’assignation des
paternités est basée sur le principe d’exclusion qui consiste a affecter une probabilité de
paternité au pere le plus probable en comparant les génotypes multilocus des parents a celui
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du descendant. En tenant compte d’une part d’un échantillonnage non exhaustif autour des
pieds meres et d’autre part, de 'occurrence de pollen efficace extérieur a notre plan
d’échantillonnage, les 245 peres candidats échantillonnés sont considérés représenter 60% des
potentiels peres conformément a la procédure proposée par Oddou-Muratorio et al. (2003).
Afin d’éviter les erreurs de fausse assignation, aucune erreur de génotypage n’a été suposée a
travers les loci (Oddou-Muratorio et al. 2003). La paternité a été assignée a un seuil modérée
de 80% ou stricte a 95%, comme suggéré par Marshall ez al. (1998) en utilisant la méthode du
ratio des vraisemblances (LOD score) qui compare le génotype multilocus de chaque pere
candidat a celui du descendant, connaissant celui de la mére.Ceci permet d’assigner la
paternité¢ au pére le plus probable. Les distances de dispersion du pollen efficace ont été
calculées sur la base des distances entre la mere (pied-mere) connue et le pére candidat
assigné a chaque descendant.

Structure du nuage pollinique et estimation de la dispersion du pollen. La structure du
nuage pollinique a été calculée selon I’approche ‘Twogener’ (Smouse et al. 2001)
implémentée dans POLDISP 1.0.c. (Robledo-Arnuncio et al., 2007). La structure du nuage
pollinique (®g) a été analysée selon la procédure de Austerlitz & Smouse (2001) basée sur le
principe d’identité par descendance (IBD). La différenciation génétique entre les nuages
polliniques (pairwise ®g) a été calculée selon la procédure AMOVA (Excoffier et al. 1992)
basée sur la mesure du carré de la distance euclidienne entre les paires de nuages pollinique,
et la significativité statistique a été estimée apres 1000 permutations (Excoffier et al. 1992).
Le @4 est considéré comme un estimateur de la probabilité d’identité par descendance, et est
donc inversement proportionnel a la taille efficace des pollinisateurs (N.,) au voisinage de
chaque pied mere, selon Oft= [2Nep]'1 (Smouse et al. 2001). Ainsi connaissant N, la
superficie efficace de pollinisation (A4e) a pu étre estimée (Smouse et al. 2001). Le
programme KINDIST implémenté dans POLDISP 1.0.c. (Robledo-Arnuncio ef al. 2007) se
base sur le principe d’identité par descendance (IBD) et les attendus théoriques des mod¢les
d’isolement par la distance pour estimer la distribution de la dispersion du pollen. KINDIST

utilise les attendus théoriques de la distribution de la corrélation de paternité (%) entre les
descendants de méres différentes en fonction de la distance géographique les séparant, pour
estimer la distance moyenne de dispersion du pollen selon plusieurs modeles de courbes
(Clark et al. 1998 ; Austerlitz et al. 2004). Le modele de courbe qui s’ajustera le mieux aux
attendus théoriques sera retenu pour les estimations de la distance de dispersion moyenne du
pollen et des parametres de dispersion efficaces chez B. foxisperma.

3- Résultats

Paramétres de diversité génétique. Les parametres de diversité génétique varient peu entre
les familles de plantules (4r = 2.65 — 3.01 ; HE = 0.465 — 0.552 ; Tableau 1), entre les sites et
les cohortes des péres candidats (Ar= 3.26 — 3.68; HE = 0.572 — 0,630 ; Tableau 1).
Globalement les parametres de diversité génétique entre le groupe des peres candidats et celui
des plantules varient peu (4r= 3.44 — 3.47; HE = 0.608 — 0.620). La comparaison des indices
de diversité génétique entre les familles de plantules et les cohortes des péres candidats
montre que ces valeurs ne sont pas significativement différentes (P > 0.05). L’analyse de
I’identité des alléles entre les deux groupes montre que sur sept des 13 loci utilisés pour
I’analyse, 27 alleles présents chez les péres candidats sont absents chez les plantules. Les
fréquences de ces alleles varient de 0.2% a 4% avec 80% de ces alleles représentés a moins
de 1%. Ces all¢les sont portés par 69 peres candidats (28% du total) distribués a travers toutes
les classes de diametre. Par ailleurs, nous observons, la présence de 10 nouveaux alleles chez
les plantules, absents chez tous les péres candidats. Les fréquences de ces alleéles sont
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inférieures a 1% et varient entre 0.2% et 0.7%. L’indice de fixation Fis n’est pas
significativement différent de zéro (Fis = 0, P > 0,05) pour I’ensemble des familles de
plantules et pour les péres candidats dans les sites de Mikongo et de Abanga. Seuls les
individus installés sur le site de Miégué présentent un indice de fixation positif et significatif
(F1s>0, P< 0,05 ; Tableau 1).

Tableau N°I. Estimation des parameétres de diversité génétique pour chaque famille de
plantules et dans chaque site, et pour [’ensemble des plantules récoltées sous chaque pied
mere (Haut-Abanga), les cohortes (ensemble des individus de d.b.h variant de 40cm a plus de
130cm, respectivement : C1, C2, C3, C4 et C5) a I'intérieur des sites et entre les sites
forestiers de Abanga, Miégué et Mikongo. N, l'effectif des individus; Na, le nombre
d’alleles ; Ag, la richesse allélique ; HE, I’hétérozygotie attendue et Fis 1’indice de fixation
calculés a 95% de significativité selon : *, P<0.05 ; ** P<0.01 et NS, P>0.05. (F0)Fis estimé
uniquement avec les 8 loci qui présentent un taux faible en alléles nuls. (7), Cohortes non
analysées du fait d’un effectif faible.

Identifiant Site N d.b.h (cm) Na Ar HE Fis"
Fam139 Abanga 39 <10 4.54 2.83 0.510 | -0.138NS
Fam117 Abanga 48 <10 4.85 2.85 0.552 - 0.140NS
Fam124 Mikongo 56 <10 4.62 2.75 0.488 - 0.17INS
Fam163 Miegué 35 <10 4.00 2.69 0.511 - 0.182NS
Fam130 Miegué 73 <10 5.46 3.01 0.525 - 0.199NS
Fam187 Miegué 37 <10 4.08 2.65 0.465 - 0.166NS

Plantules | Haut-Abanga | 288 <10 7.69 3.44 0.620 0.026NS
C2 Miégué 18 40 - 69.9 4.78 3.49 0.611 0.169%*
C3 Miégué 18 70 -99.9 4.92 3.54 0.623 0.118*
C4 Miégué 20 | 100-129.9 | 5.08 3.36 0.593 0.117*
Cs' Miégué 7 >130 - - - -

Cl Abanga 11 10-39.9 4.77 3.68 0.630 | -0.062NS
C2 Abanga 23 40 - 69.9 5.46 3.40 0.598 - 0.036NS
C3 Abanga 7 70 -99.9 3.77 3.58 0.610 | -0.090NS
Cc4' Abanga 6 | 100-129.9 - - - -
Cl Mikongo 30 10-39.9 5.69 3.34 0.600 0.050NS
C2 Mikongo 45 40 - 69.9 6.23 3.42 0.610 0.028NS
C3 Mikongo 30 70 -99.9 5.31 3.26 0.572 0.032NS
C4 Mikongo 21 100-129.9 | 5.31 3.40 0.607 - 0.046NS
C5' Mikongo 9 > 130 - - - -
Péres
candidats | Haut-Abanga | 245 < 10< 9.15 3.47 0.608 0.020NS
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La différenciation génétique. La différentiation génétique globale entre les familles de
plantules est significative (Fst = 0.206, P < 0.001) et varie entre les familles (Fst= 0.149 —
0.257 ; Tableau N°2). Pour I’ensemble des peres candidats, la différentiation génétique
globale (Fst = 0.007, P<0.01) est négligeable. La différentiation génétique mesurée entre les
cohortes de peres candidats et entre les sites montre que seuls les individus de la classe de
diametre C2 de Mi¢gué et de Mikongo sont faiblement différenciés (Fsr= 0.026, P< 0.01).

Tableau N°2: Différenciation génétique entre familles de plantules. L’indice de
différenciation génétique, Fsr, par paires de familles de plantules a été calculé a 95% de
significativité selon la procédure implémentée dans GENETIX.

Fsr par paires Faml130 | Faml24 Faml17 Fam163 Fam18&7
Fam139 0.169%** | 0.217*** | 0.206*** | 0.196*** | (0.149%**
Fam130 0.240%** | (0.193%*** | (0.241%*** | (0.180%**
Fam124 0.257%** | 0.200%** | 0.186%**
Fam117 0.195%** | ().194%**
Fam163 0.140%**

Assignation de paternité. Sur la base de la méthode d’exclusion et pour les deux jeux de
données (8 et 13 loci), la probabilité d’exclusion du pére le plus probable a été effectuée entre
80% et 95% de seuil de significativité. Aucune incompatibilité génotypique n’a été
enregistrée entre les plantules et leurs pieds-meéres a un ou plusieurs loci donnés. Selon le
nombre de loci (8 et 13 loci) utilisé pour I’analyse, respectivement 4% et 16 % des plantules
ont pu étre assignées a un pere. Parallelement, seuls 3,6% des péres ont été assignés pour le
jeu des 8 loci(Figure N°2.a ; Tableau N°3) et 10 % des peres candidats ont pu étre identifiés
comme peres potentiels avec les 13 loci(Figure N°2.b; Tableau N°3). Tous les peres
identifiés sont distribués a travers les 3 sites forestiers. Sur I’ensemble des assignations le site
de Mikongo renferme la plus grande proportion de peres (48 et 50%) comparé au deux autres
sites de Abanga (24 et 40%) et de Miégué (28% et 10% ), respectivement selon les jeux de 13
et 8 loci(Fig.2.a.b). Le diametre des péres identifiés varie de 15cm a 145cm(dbh) avec une
valeur moyenne de 76.44 cm (avec 8 loci) ou de 86.44 cm avec 13 loci (Tableau n°3). La
plupart des péres identifiés appartiennent aux cohortes C3 et C4, c’est-a-dire aux arbres de
diametre compris entre 70 et 130 cm.

Estimation des taux d’allo et d’autofécondation. La part de l’allofécondation dans les
éveénements de reproduction chez B. toxisperma est €levée et varie peu entre les deux jeux de
loci (8 et 13 loci) avec t, = 0.975 et 0.987respectivement, et une part réduite
d’allofécondation biparentale enregistrée [#, — = 0.039 et 0.052]. Le taux d’autofécondation
déduit et la corrélation de paternité multilocus varie avec un rapport de 2 entre les deux jeux
de loci [1-t, = 0.013 — 0.025 ; r,= 0.047 — 0.084 ] (Tableau n°4). Sur la base de la méthode
d’exclusion utilisée pour les assignations de paternité, des taux d’autofécondation similaires
(1-tm = 0.008 et 0.030) respectivement pour les deux jeux de données ont pu également étre
estimés (Tableau n°3).
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Figure N°2. Représentation spatiale des résultats d’assignation de paternité obtenus,
distribution spatiale des péres candidats, des pieds-méres, des péres identifiés et des pieds-
meres identifiés comme péres (Pieds-mére également péres) pour les trois sites forestiers de
Miégué, Mikongo et Abanga.

a) Avec les 8 loci.
b) Avec les 13 loci.
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Tableau N°3. Résultats d’assignation de paternité. Le nombre de loci analysés (Niodi), le
nombre de plantules (Np),le nombre de plantules assigné a un peére (N,), le nombre de
plantules assignées issues d’autofécondation (Nuwof), la part de 'autofécondation (Zayor), le
nombre de péres assignés aux plantules (Nperes), €t le diameétre a hauteur de bras moyen des
peres assignés (d.b.h moy).

N Loci N P N, ass N, autof Lautof N, péres d-b-hmoy
8 246 | 10 2 0.008 8 76.44
13 232 | 35 7 0.030 |25 86.44

Tableau N°4. Structure du systéme de reproduction chez B. toxisperma obtenue par MLTR.
Le nombre de loci (Nio.i), te taux d’allofécondation multilocus (#,), le taux d’allofécondation
simple locus(#), le taux d’allofécondation biparentale (¢, — t;), le taux d’autofécondation (1 -
tm), le coefficient de corrélation de paternité multilocus (7p) et I'erreur standard associée (SD)
apres 500 bootstraps.

NLoci tm(SD) ts(SD) m—fs(SD) 1- tm I"p(SD)
8 0.987 0.949 0.039 0.013 0.047
(0.016) (0.021) (0.016) (0.015)
13 0.975 0.923 0.052 0.025 0.084
(0.017) (0.021) (0.018) (0.020)

Estimations des distances de dispersion du pollen. Sur la base des 8 loci, ’attendu d’une
corré¢lation négative entre le coefficient de corrélation de paternité et la distance géographique
n’était pas vérifiée (Coefficient de corrélation = 0.020= 0). L’estimation de la distance de
dispersion moyenne du pollen n’a pu étre réalisée que sur la base du jeu de données des 13
loci qui vérifiait cette corrélation(Coefficient de corrélation = -0.111). Des cinq modeles de
courbe de dispersion du pollen, le modele « Exponentiel power » etait le mieux ajusté ([valeur
attendu — valeur observée = 1.599]) et a donc été retenu pour I’estimation du flux de pollen.
La distance moyenne de dispersion du pollen estimée est 6 = 11.025 km . Par ailleurs, sur la
base des deux jeux de loci (8 et 13 loci) et des distances interparentales déduites des
assignations de paternité, les distances de pollinisation varient de Okm (autopollinisation) a
50.370 km avec une valeur moyenne (Jdmoy) de 18.047 km et 19,934 km respectivement pour
les deux jeux de données (8 et 13 loci)(Tableau 5). On observe ainsi deux patrons de
distance : (1) une pollinisation a courte distance (0 < dmoy) avec des distances de dispersion qui
varient respectivement entre les deux jeux de données (8 et 13loci) selon 6 = 1.036 a 12.629
km au compte de 46 a 50% des assignations et (ii) une pollinisation a longues distances (0 >
Omoy) qui varient entre 6 = 28.394 km a 50.370 km au compte de 50 a 54 % des assignations
de paternité (tableau N°5). La valeur du paramétre de forme de la courbe de dispersion (b =
0.194< 1) enregistrée pour le modele « Exponential-power » met en évidence une courbe de
dispersion du pollen de type leptokurtique.
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Tableau N°5. Estimation des distances de dispersion du pollen chez B. toxisperma en fonction
des distances interparentales obtenues via les méthodes d’assignations de paternité. Niq, le
nombre de loci utilis¢, la distance moyenne de dispersion du pollen (dmoy), la dispersion a
courtes distances (0<omoy (km), la dispersion a longues distances (0>0moy(km)et f la
proportion en fréquence des assignations enregistrées pour chaque patron de dispersion (%).

Nioci Omoy(km) | 8<Omoy(km) f(%) | 0>0moy(km) (%)
8 18.047 2.840 - 3.301 50 28.394-37.491 | 50
13 19.934 1.036 - 12.629 | 46 30.039- 50.370 | 54

La structure génétique du nuage pollinique et les paramétres de pollinisations efficaces.
L’analyse de la structure du nuage pollinique n’a été effectuée qu’avec le jeu de donné des 13
loci pour les raisons évoquées plus haut. L’analyse de la différenciation génétique globale
entre les nuages polliniques captés par les pieds meres est significative @y = 0.069 (P <
0.001). La corrélation entre la différenciation génétique entre les paires de nuages polliniques
(pairwise @) et la distance géographique est également significative (R = 0.535, P< 0.05). La
mesure de la différenciation génétique entre les nuages polliniques (pairwise @) varie de
facon faible a forte entre les pieds-mere selon, pairwise @ = 0.027 — 0.120. Selon @ et les
parameétres du modéle de la courbe « Exponential- power », les parametres de pollinisation
efficace au voisinage ont été calculés. Le nombre efficace de pollinisateurs autour de chaque
pied-mere est Ne,= 7.24 individus et la superficie de pollinisation efficace au voisinage de
chaque pied-mére est Ao,=20.421 km’.

4- Discussion

Une diversité génétique modérée et constante a travers le temps. L’analyse des paramétres
de diversité génétique entre les cohortes et sur ’ensemble des peres candidats et des plantules
a montré que le niveau de diversité génétique est modéré (Ar= 3.4 = 3.44; HE = 0.608 =
0.620) et similaire entre les générations. Ce résultat suggere une distribution homogene et
constante de la diversité génétique a travers le temps chez B. foxisperma. Cependant
I’observation de la présence ou de I’absence d’alleles rares entre les péres candidats et les
plantules pourrait s’expliquer soit du fait d’un biais li¢é a 1’échantillonnage, d’une
hétérogénéité dans la participation des potentiels donneurs de pollen ou de I’apport du pollen
extérieur a notre parcelle expérimentale aux évenements de reproduction. En effet le nombre
limit¢ de familles de plantules (6 familles) et un échantillonnage de peres candidats non
exhaustif autour des pieds-meres pourraient expliquer les différences dans I’identité des
alleles échantillonnés entre les plantules et les peres échantillonnés. D’un autre coté, la forte
incompatibilité génotypique observée entre les plantules et la plupart des jeunes arbres,
pourrait effectivement supposer une participation faible en fréquence de ces derniers a la
pollinisation efficace pour le recrutement des générations suivantes. Globalement I’indice de
fixation n’est pas significativement différent de zéro dans les familles de plantules et chez les
peres candidats situés a Mikongo et a Abanga. Ce qui suggererait I’absence d’effet wahlund et
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d’autofécondation. Cependant, la mesure d’un Fig positif (Fis = 0.169 — 0.117) sur des arbres
installés (d.b.h > 40 cm) dans le site de Miégué suggere 1’occurrence des évenements
d’autofécondation et/ou de reproduction entre apparentés déja évoqués chez B. toxisperma
(Ndiade-Bourobou ef al. 2010 ; Chapitre V). Du fait de la maturité des arbres installés sur la
site de Miégué, I’hypotheése d’une colonisation historique du site de Miégué par des graines
issues d’individus apparentés, pourraient bien renforcer I’hypothése d’une dispersion groupée
de familles de graines par ’homme et 1’¢léphant chez B. toxisperma (Ndiade-Bourobou et al.
2010 ; Chapitre V).

Une allogamie prédominante chez le Moabi. L’analyse de la structure du systeme de
reproduction a montré que B. toxisperma présente un régime de reproduction allogame
prépondérant (fm = 98% ) avec des taux d’autofécondation relativement réduits (1-t, < 2.5%).
La présence d’événements de reproduction allogames non négligeables entre individus
apparentés, déja évoquée dans le groupe des peres candidats (Ndiade-Bourobou et al. 2010),
est confortée par I’analyse des descendances (fm - £t > 5.2%). Ces résultats sont compatibles
avec certaines €tudes montrant que le systéeme de reproduction des especes tropicales sont
généralement mixtes et peuvent présenter des taux d’allogamie variables (¢t = 21% - 100%)
(Murawski 1995 ; Loveless 2000 ; Dick et al. 2008). Ces résultats confirment aussi
I’observation selon laquelle chez les arbres hermaphrodites des climats tropicaux, les taux
d’allogamie sont attendus tres élevés (1- £,> 90%), et le taux d’autofécondation négativement
corré¢lé a la densité des arbres en fleurs (Ward et a/.2005).

Une hétérogénéité modérée entre les nuages polliniques captés par les pieds-méres.
L’observation d’une corrélation positive entre la différenciation génétique du nuage
pollinique (pairwise @y) et la distance séparant les pieds-mere refléte une dispersion du pollen
efficace limitée par la distance inter-parentale. La mise en évidence d’une différenciation
génétique entre les nuages polliniques (®g = 0.065) et la variation du coefficient de
corrélation de paternité (y) a 'intérieur des familles et entre les familles de plantules révelent
une hétérogénéité génétique modérée entre les nuages polliniques capturés par les pieds-
mere, mais également une inégale participation des donneurs de pollen dans la pollinisation.

Une dispersion du pollen a trés longues distances et un flux de pollen constant a travers
les générations. L’estimation directe des distances de dispersion chez B. toxisperma montre
que la pollinisation efficace peut se faire sur une large gamme de distances [0 = 0 — 50.370
km] et avec une distance moyenne & = 19 km. Une distance moyenne de dispersion du pollen
& = 11.02 km et une superficie efficace de pollinisation large (A4¢, = 20.412 km®) au voisinage
des pieds-meéres ont été mises en évidence par des estimations indirectes. Ces résultats
suggerent une dispersion du pollen a longues distances chez B. toxisperma comme attendu
chez les espéces tropicales a faible densité et pollinisées par les animaux (Stacey et al. 1996 ;
Ward et al. 2005). La forme de dispersion du pollen de type leptokurtique (b <I) mise en
¢vidence chez B. toxisperma est généralement observée dans les populations naturelles
d’arbres (Clark et al. 1998 ; Austerlitz et al. 2004) et caractérise d’une part une dispersion
limitée du pollen par des courtes distances, et d’autre part, de rares événements de dispersion
du pollen a longues distances matérialisés par une queue lourde (Oddou-Muratorio et al.
2005). L’existence d’une courbe de dispersion a queue lourde est significative car cela
implique que méme les arbres les plus isolés regoivent du pollen issu de donneurs de pollen
génétiquement différents (Klein ef al. 2006). Les rares évenements de dispersion a longues
distances pourraient par exemple expliquer la présence des 10 alleéles rares uniquement
représentés dans la cohorte des plantules. Des estimations directes du flux de pollen sur
plusieurs especes ont également mis en évidence des distances de dispersion variables [6 = 0.2
— 19 km] pour les espéces pollinisées par les insectes ou les chauves-souris (Degen et al.
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2004 ; Ward et al. 2005 ; Dick et al. 2008). Les distances de dispersion enregistrées et la
forme de dispersion leptokurtique du pollen chez B. toxisperma suggerent un assemblage de
pollinisateurs a différents niveaux de vols probablement composé de petits insectes pour les
courtes distances, de larges insectes pour les distances moyennes et de chauves-souris pour de
longues distances. La comparaison des estimations indirectes des distances de dispersion du
pollen sur la base des méthodes d’autocorrélation spatiales et de mesures de 1’apparentement
entre le groupe des peres candidats (dmoy = 10.8km ; Ndiade-Bourobou et al. 2010 ; Chapitre
V) et celui des plantules (dmoy = 11.02 km) révelent des flux de pollen historique et
contemporain équivalents. Ces résultats suggerent d’une part une stabilit¢ dans les flux de
pollen entre les générations, et d’autre part aucun effet perceptible des perturbations dues a
I’exploitation sélective sur le flux de pollen a I’échelle de I’aire d’étude investie, ou dans les
premieres générations implantées apres la perturbation.

Une participation massive des adultes dans la pollinisation. L’estimation de la taille
efficace des pollinisateurs au voisinage des pieds-meres est N, = 7 adultes, et les résultats
d’assignations de paternit¢ montrent que le diamétre des peres varie entre 15cm et 145cm.
Cela suggere que les jeunes arbres ( 10cm > d.b. h < 70 cm) et les adultes (d.b.h > 70cm)
participent a la pollinisation chez B. toxisperma. Des observations similaires de la
participation des jeunes arbres dans la pollinisation ont déja été évoqués chez d’autres especes
tropicales Symphonia globulifera (Degen et al. 2004) et Entandophragma Cylindricum
(prague) Sprague (Lourmas et al. 2007). Cependant, la forte proportion de peres identifiés
chez les individus fructiféres (d.b.h moyen= 76.44cm a 86.44cm) montre que les adultes
fructiferes (d.b.h > 70 cm), notamment les gros arbres (d.b.h > 70cm), sont des pollinisateurs
plus efficaces. En effet, I’observation de nombreux alleles portés par les jeunes arbres (10cm
< d.b.h < 70 cm), mais absents chez les plantules, pourrait en effet contribuer a étayer
I’hypotheése d’une hétérogénéité dans la fécondité des pollinisateurs chez B. toxisperma.
Plusieurs études ont déja reporté une hétérogénéité dans la fécondité des males et montré que
la probabilité de fleurir et la densité des couronnes florales seraient chez certaines especes,
positivement corrélées au diametre des arbres (Robledo-Arnuncioet al. 2006 ; Konuma et al.
2000 ; Latouche-Hallé¢ et al. 2004 ; Hoebee et al. 2007) du fait que les mécanismes
d’attraction (couronne florale et récompense) sont plus développés chez les gros arbres
(Murren 2002 ; Dick et al. 2003 ; Hooftman et al. 2004). La prédominance des peres assignés
sont issus du site de Mikongo, et pourrait s’expliquer d’une part par une proportion
importante en adultes sur ce site (48% ; Ndiade-Bourobou ef al. 2010 ; Chapitre V), et d’autre
part, du fait de I’ouverture de la canopée suite aux perturbations historiques. En effet, la mise
en lumiere favorisée par I’exploitation foresticre sélective pourrait bien avoir accéléré la
croissance des arbres et optimisé les facteurs d’attraction des arbres sur ce site. Smouse &
Sork (2004) montrent que la taille efficace des pollinisateurs (Np) au voisinage des pieds-
mere tend a étre supérieure dans les milieux ouverts que dans les canopées fermées. L’effet
conjugué¢ du phénotype et de I’ouverture du milieu dans ’efficacité de la pollinisation a déja
été observé chez d’autres espéces Sorbus torminalis (Oddou-Muratorio et al. 2005),
EntandophragmaCylindricum (Sprague) Sprague (Lourmas et al . 2007), Quercus semirrata
(Pakkad et al. 2008) et Dicorynia guianensis (Latouche-Hallé er al. 2004). Au total ces
observations peuvent mener & I’hypothése que chez certaines especes d’arbres la fonction
male est activée de manicre précoce comparée a la fonction femelle. En effet une activation
précoce de la fonction male chez les jeunes arbres, peut favoriser 1’abondance et la diversité
des sources de pollen captées par les pieds meres, alors qu’une activation précoce ou
concomitante des deux fonctions pourrait accentuer la compétition entre pieds meres pour le
pollen. Cela tendrait a diminuer la quantité¢ et la diversité génétique du pollen extérieur
disponible, et de ce fait accentuerait la proportion d’autofécondation individuelle chez les
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individus les plus isolés. Il semblerait que 1’activation précoce de la fonction male garantirait
la diversité¢ génétique et favoriserait I’allogamie chez des espéces représentées a faible
densité telle que B. toxisperma. La valeur négligeable de 1 ’indice de fixation (Fis< 0, P >
0.05) et le haut niveau de différenciation génétique (Fst = 0.206, P < 0.001) enregistré entre
les familles de plantules, mettent en évidence le recours a la panmixie et des sources de pollen
diversifiées lors des éveénements de reproduction chez B. foxisperma. Schemske et al. (1994)
suggerent qu'une forte variation génétique entre les sources de pollen recu par un individu
augmenterait la diversité génétique entre les descendants, et devrait augmenter les capacités
des populations a maintenir des tailles efficaces permettant aux populations de résister aux
changements démographiques et génétiques stochastiques.

5- Conclusion

La présente étude menée via des jeux de loci présentant des fréquences en alleles nuls forts
(13 loci) ou faibles (8 loci) a globalement révélé des résultats convergents et cohérents
comparés a ceux obtenus sur des études similaires effectuées chez d’autres especes tropicales
et sur des loci présentant peu ou pas d’alleles nuls. Il semblerait que le polymorphisme ¢élevé
des microsatellites utilisés tamponne 1’effet des allele nuls sur les erreurs dues aux fausses
assignations de paternité, et que les méthodes indirectes d’estimation des flux de genes en
seraient peu ou pas affectées. Malgré un échantillonnage peu exhaustif des peres candidats
autour des pieds-meres du fait des contraintes du terrain, un large échantillonnage des familles
de plantules et des distances variables entre les pieds meéres semblent avoir été favorable a la
puissance statistique des estimations de nos analyses. Cependant un échantillonnage
complémentaire d’autres familles de plantules de B. toxisperma situées dans le méme site
expérimental, permettrait de confirmer les estimations du flux de pollen efficace enregistrées
sur cette é¢tude préliminaire.

Notre étude montre que globalement les événements de reproduction chez B. foxisperma

suivent les mémes patrons que ceux rencontrés chez d’autres espeéces hermaphrodites,
pollinisées par les animaux des foréts tropicales. Les longues distances de dispersion
moyenne du pollen, enregistrées via les méthodes directes et indirectes chez B. toxisperma ,
confirment bien que le flux des génes via le pollen est plus élevé dans les populations a faible
densité¢ en arbre. D’autres part la forme de dispersion du pollen de type leptokurtique,
probablement due a un assortiment de pollinisateurs a différents niveaux de vols, devrait
permettre en absence d’asynchronisme dans la floraison, aux individus les plus isolés ou aux
populations ¢éloignées, de rester connecter via des rares évenements de dispersion du pollen a
longues distances. L’activation précoce de la fonction male chez les juvéniles participe
probablement d’une part a garantir une quantité suffisante et diversifiée des nuages
polliniques captés par les pieds-meres dans le but de produire une descendance plus
compétitive et diversifiée, et d’autre part de réduire la compétition pour le pollen entre les
pieds-meres chez les especes d’arbres représentées a faible densité telle que B. toxisperma.
Notre étude n’a pas pu mettre en évidence un signal de I'impact de ’exploitation foresticre
historique sur la diversité génétique et sur les flux des geénes contemporains via le pollen de la
population étudiée. En effet, ’érosion de la diversité génétique pour des especes longévives
telles que les arbres se fait de manicre lente et n’est perceptible qu’aprés de nombreuses
générations. Le maintient du flux du pollen a travers les générations servirait probablement a
tamponner ’effet attendu de la perte de la diversité génétique due a I’exploitation forestiere
sélective.
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Abstract

We analysed the spatial distribution of genetic diversity to infer gene flow for Baill onella
toxisperma Pierre (Moabi), a threatened entomophilous pollinated and animal-dispersed
Central African tree, with typically low density (5-7 adults treeskm®), Fifteen nuclear
and three universal chloroplast microsatellites markers were used to type 247 individuals
localized in three contiguous areas with differing past logging intensity. These three
areas were within a natural forest block of approximately 2886 km® in Gabon. Expected
heternzygosity and chloroplast diversity were He,,,, = 0.570 and Hq,, = .761, respectively.
Fu; was only significant in one area (F;5= 0076, P < 001 and could be attributed to
selfing. For muclear loci, Bayesian dustering did not detect discrete gene pools within
and between the three areas and global differentiation (Fep, = 0007, P = (L05) was not
significant, suggesting that they are one population. At the level of the whole forest, both
nuclear and chloroplast markers revealed 2 weak correlation between genetic related ness
and spatial distance between individuals: Sp,... = 0.003 and Sp., = Q015 respectively.
The extent of gene flow (¢} was partitioned into global gene flow (og) from 6.6 to 9.9 km,
seed dispersal (o,) from 40 0 6.3 km and pollen dispersal (o) from 9.8 to 108 km. These
uncommuonly high dispersal distances indicate that low-density canopy trees in African
rainforests could be connected by extensive gene flow, although, given the current
threats facing many seed disperser species in Central Africa, this may no longer be the
case.

Keywords: Baillonella toxisperma, Central Africa, gene flow, genes dispersal, gemetic diversity,
low density, Moabi, rainforest tree
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Introduction
Seed and pollen dispersal are aming the major determi-
nants al genetic structure in both tropical and temper-

Comespondence: Dyana NdivdeBourbou, Fax: +33 (4 6759
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ate forests. Knowledge of these parameters is especially
relevant for establishing management and conservation
guidelines, particularly in tropical lorests, where many
ecmystema are threatened by over-exploita tiom.

Diivect estimation of seed and pollen dispersal dis-
tances is not easy and requires comaiderable experimen-
tal effort. Indivect approaches have thus been
developed o estimate gene flow, as although these
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methods are less precise they are much simpler to
implement. These approaches are based on the estima-
tion of spatial genetic structure {SGS), which reveals the
presence of more similar spatial organization among
individuals located close to one another. lsolation-by-
distance madels are used to estimate the extent of past
gene flow needed o account for current 5G5S (Veke-
mans & Hardy 2004),

Spatial genetic structure has already been assessed in
different forest types (eg. Loveless & Hamrick 1984;
Dutech ef af. 2002; Vaughan et ol 2007) and used to
estimate gene flow (e.g. Hardy o al. 2006; Dick et al.
2008). Many studies have been conducted on both tem-
perate spedes (Epperson 2003) and tropical farest tree
species and a wide range of patterns revealed (Hardes-
ty ef al 2005). For example, Hardy ef al. (2006)
observed varying SCS in ten Amazonian tree species
and inferred a parameter desaribing gene flow (sigma)
ranging from 150 to 1200 m: These authors alse
observed maore limited gene flow in species with heavy
diaspores and populations with a high local density of
adult trees; than in species with small or winged seeds,
confirming previous results (Berg & Hamrick 1995, Mulo-
ko-Ntoutoume ef al. 2000, LatoucheHalle of al. 2003;
Degen et al. 2004; Ward et al. 2005). In Central Africa,
indirect estimates of gene flow were recently obtained in
three canopy rainforest tree species the dense (187
trees/km’) species Aukowmes Haineama (Burseraceae)
(Muloko-Ntoutoume et al. 2000; Born ef al. 2008a), the
very low-density (2-20 trees/km?) spedies Milicw excels
(Moraceae) (Bizoux ef al. 2009) and the medium-density
(10-70 trees/km’) species Distemananthus benthavignus
(Debout ef . 2010). SG5 was detedted in all three
species, but mean gene flow inferred from the kinship-
distance curve revealed contrasting patterns. Relatively
limited gene flow (0205 km) was inferred for
A. klaineana, high gene flow (1-7 km) for M. excelsia
and intermediate gene flow (041 km) for D. benthami-
s,

Many authors have indirectly inferred estimates of
gene flow at nuclear lod using SGS, but to our knowl-
tances by combining biparentally and maternally
inherited markers, This is why for most spedes for
which gene flow could be inferred from SGS, the rela-
tive contribution of seed and pollen dispersal is still
unknown. However, this is important for at least two
reasons. First, while both seed and pollen dispersal
affect gene flow, seed dispersal is much maore important
as it enables a spedes W colonize empty areas and
hence influences population dynamics. Second, both
seed and pollen dispersal vectors have to be taken into
accoumnt to predict the potential impact of environmen-
tal changes on patterns of gene flow.
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Although the genetic patterns of trapical rainforest
tree species have been identified in different contexts,
this was for in widespread dense tree species (>30 adult
trees per km?) and rarely very low-density tree species
(but see Bizoux ef al, 2009). Consequently, very little
ecalogical and genetic information is available about the
latter. For example, it is hypothesized that low density
causes a strong genelic structure owing to local genetic
drift. However, few results allow this assumption to be
tested. One of the few studies of low-density tree spe-
des, Milicia excela (Bizoux ef al. 2009), showed that this
was not the case but that the high dispersal ability of
the genes was attributed to dispersal of seeds by bats
andor of pallen by the wind. Yet, the case of M. excela
may not be representative, because wind pollination is
rare in tropical trees (Dick et al. 2008).

The extent of gene flow is impartant for low-density
tree species that are assumad to be more sensilive to
exoessive logging, one of the most disturbing factors in
tropical forests today. SGS-based estimates of gene flow
refer to past dispersal, typically over the last 5-20 gen-
erations. Consequently, they cannot provide infarma-
tion on the impact of recent disturbances. However,
they can provide information concerning past distur-
bances in the extent of gene flow, which is the first step
in assessing whether awrent gene flow is atfected by
human disturbances.

To address these issues, we investigated the very
low—density (-7 adult trees/km’) tree spedies Bailbnell
toxisperma Pierre (commercial name: Moahi), whose pol-
len and seeds are dispersed by animals and which is of
both economic and ecological interest in Central Africa.
We sampled trees in three contiguous forest areas, two
of which had undergone different degrees of sdective
logging. We used nuclear and chloroplast micosatel-
lites to assess genetic patterns and estimate gene flow.
In mest angiosperms, chloroplast microsatellites are
maternally inherited and disseminated by seeds, so the
level of differentiation should be greater than with bipa-
rental inheritance.

Our study tested the following predictions: (i) As
reproduding trees are relatively isolated and B. toxisper-
ma is hermaphrodite, substantial inbreeding owing to
selfing could accur; (i) Low density could cause sub-
stantial 55 by increasing local genetic drift; (iii)
Because of the absence of natural barriers between the
three contiguous forest areas and the high effective pol-
len dispersal rate expected in a low-density population,
low genetic differentiation between areas is expected:
(iv) By thinning mature individuals of particular
wharts and ‘or phenotypes, selective logging may affect
genetic diversity and/or the SGS within a population.

In this context, the geals of this study were to: (i)
assess the effective selfing rate, (i} campare the level of

© 2010 Blackwell Publishing |td
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genetic diversity and the fine-scale SGS with that o
higherdensity tree spedes, (iii) estimate past gene flow
and (iv) assess the vespective contribution of seed and
pollen dispersal. As we sampled trees in three adjacent
farest blocks of a natural population that had under-
gone different levels of disturbance, we first checked
there was no genetic differentiation or difference in
genetic diversity among them.

Matenials and methods

Study spedes

The monotypic genus Baiflonells belongs to the Sapota-
ceae family. Badiondla toxsperma Pisrre is endemic to
the GuineoLCongolese region (White 1983). [1s range
extends from southern Nigeria to northern Angola ((a-
binda) and eastern Democatic Republic of Conge
(DRO) 1t is a lowland rainforest tree of the clesed farest
(Aubréville 1964) and a light-demanding species that
can tolerate shade in the forest (Mapaga of al. 2002 Ko-
uadio & Doucet 2009). When they top the aanopy, adult
trees can reach 70 m height and 4-5 m diameter at their
base In forests, B. foxispernmia is generally represented
by scattered isolated individuals of from 5 to 7 adult
trees/km® (Letouzey 1985, Debroux & Delvingt 1998b)
and can thus be considered as a very low-density tree
species. B. foxisperna's flowers are hermaphrodite (De-
broux 1998a), and trees generally start to bear fruit at a
diameter of 70 cm at breast height (dbh) and bear fruit
regularly at a dbh of 100 an (Debroux 1998a; Angerand
2006, so in our study only individuals with a
dbh = 70 cm were considered as adult trees. Little infor-
mation is available on B, foxisperma’s main pollinators,
although like many tropical tree spedies, it is known to
be insect pollinated. It produces a fleshy, odorous and
matt-coloured spherical fruit ranging from 9 10 20 am in
diameter. B. toxisperma is one of the rave tree species
that is predated at all stages of its lite. [ts germinating
seeds, fleshy cotyledons, young seedlings and fruits are
consumed by a wide variety of mammals, but ele
phants, rodents and humans are known to be its main
seed disseminatars (Gautier-Hion ef al. 1985; Debroux
1998a). Its bark and oil (extracted from the seeds) are
used by forest inhabitants as food or for medidnal and
ethne-botanical purpeses  (Betti 199  Schneemann
1995). B. foxisperma also provides valuable timber: its
robust red wood has very good mechanical perfor-
mance and is used for carpentry and cabinet making
(Anonyme 1976). It is logged in most countries in its
distribution range, particularly in Gabon and Camer-
oon. Biwaou (2007) reported that within its category,
B. toxiperma was the third most logged tree expaorted
from Gabon in 2006, Because of its ecological and eco-
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nomic interest, B toxisperma can be considered as a
very important tree species.

Sampling and study sites

Sampling was perfarmed in a natural continuous pri-
vate forest (Haut-Abanga: 0°30'N, 11°00°E) covering an
area of 2886 km® managed by a timber company
(Groupe Rougier 2001) in Gaben (Central Africa)
(Fig. ). We sampled three adjacent forest areas within
one forest block (Miegue, Mikongo and Abanga) with
B. tavisperma trees of different diameters and ditferent
vegetation structures. According to company forest doe-
umentation (Groupe Rougier 2001), the differences were
attributed to past logging events. In our study, the three
sites were corsidered as three predefined populations.
According to Groupe Rougier (2001), the first site, Mie-
gue, which is located at the western limit of the sample
area, is a primary forest that has never been disturbed
by logging. The second site, Mikongn, which is lcated
in the eastern part of the forest block, was logged
50 years agn and now consists of old secondary fovest.
The third site, Abanga, which is located in the northern
part of the block, is a young secandary farest that was
logged 20 vears ago. Ahanga and Mikongo have been
affected by selective logging, but no information was
available concerning the exact number and the diameter
class of the trees that were cut down. The adult trees
we sampled were identified from forest management
maps, whereas young trees were discovered by chance.
Because of field constraints and the limited accessibility
of some forest sites, only Miegue and Mikongo were
sampled in depth, while Abanga site was sampled only
along 45 kan of roadside. We collected a total of 247
samples (young and adult trees). Samples had diame-
ters at breast height (dbh) of from 15 to 215 cm. Leaves
and cambium were coilected and immediately dried in

-silica gel in the field.

Genotyping

Nuclear microsatellites. DNA was extracted wom cam-
bium and from leaves according to the protocols of
Bousquet et al. (1990) and Dolezel et al. (1989), respec-
tively. Fifteen nuclear microsatellite lod were used to
genotype all the individuals collected following the pro-
tocol of Ndiade-Bourobou ef al. (2009). Seven loci
whese fiation index values were suspicious i(see
Results section) were not used for calculation of the
multilocus fixation index. However, we used all 15 loci
1o calcubte diversity parameters, differentiation param-
eters, SGS parameters and gene flow inferences to
ensure that the estimates were accurate and the testing
power was suffident. Whereas the presence of null
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Fig. 1 Distribution of samples in the three sites in Gabon. Fach triangle, dot and square represents an individual trée in Abanga,

Miegue, and Mikingo.

alleles has a significant impact on the fixation index, it
has 2 limited effect on SGS (Hardy 2000).

Chloroplast microsatelites. Nine universal micqosatellites
MI3 Faailend primers (Cempl, Camp2. Camp3,
Cempd, CempS, Cempb, Cemp?, Comps and Cemps)
described by Weising & Gardner (1999) and five
tohacco microsatellite MI3 5-tail-end primers (Ntep$,
Ntcp®, Nicpl2, Nicpl? and Nicp2l) described by
(Bryan et al.1999) were testad on a subsel of samples
from all three sample sites. Among the 14 MI3 5'-tail-
end primers pairs tested in a sample of 12 individuals,
only three were polymarphic (Campl, Canp3 and
Cempd). For the two primers (Cemp3 and Compd), PCR
amplification reactions were performed in the same
way as far the nuclear micresatellites but using another
program: a denaturation step of ISmin at 95°C,
Limin at 67°C and 1 min at 72 °C, a seven<yde
touch-down program of 305 at 94 °C, 15 min at 53 °C
with 3 2C decrease at each step, and 1 min at 72°C, a
24-cycle program of 305 at 94 °C, 15 min at 39°C and
I min at 72°C, and a final elongation step of 30s at
60°C. Omly the Campl M13 F-tailend primer did not
pertectly match the PCR kit (QIAGEN). So PCR amplifi-
cation of this primer was performed in a 10 pL reaction
mix containing 010 U/ul of Tag DNA polymerase
(5 U/pl), 5 pb of 2¢ buffer, 008 um of the forward M13
5'ail-end primers and 010 um of the reverse primers,
0.10 ym IRDye fluovescent-labelled MI3-primer (700 or
800 ), 20 ng of genomic template DNA cam pleted
with sterile water. Reactions were performed on a Mas-

tercycler thermacycler (Eppendorf) with the following
program: one cycle of 4 min at 94 °C finitial denatur-
ation) followed by 44 cycles of 455 at 92°C (denatur-
ation), 1 min at 48.4 °C (annealing) and | min at 72 °C
(extension). A final step of 10 min at 72 °C ensured full
extension of all amplified products. The amplified frag-
ments of nuclear and chioroplast microsatethites primers
were analysed at 700 and 800 nm by resis on
an [R-DNA analyzer (LECOR 4200 sequencer) at the
Montpellier Languedor-Roussillon Genopole genotyp-
ing platform. Genotyping was perfarmed with saca
software (LECOR). To ensure genotyping quality, a
strict screening protocol was applied to our data. First,
all genotyping was carried out on the same sequencer
LECOR 4200 sequencer with three previously typed
samples from B, taxisperma micosatedlite of various
sizes repeated fwice each in each 9%-well PCR plate as
reference. Secand, scoring was automated using saca
software, and allele sizing was subsequently checked
manually. It should be noted that for the chiaroplast
markers, only individuals that were successfully geno-
typed at all the three chloroplast markers were used for
data analysis. A total of 247 individuals were geno-
typed with nuclear microsatellite markers versus 202

Dufa analyses

Comparison of diameter structure. To test the impact of
logging on the diameter class distibution, we ran the
Kalmogorov-Smirnov test (K5 test) (Kolmogoroy 1989)

© 210 Blackwall Publishing [1d
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implemented in %20 software (http://cranuniv-
Iyontir) to compare diameter structure amang the three
predefined populations. The KS test tests the null
hypothesis that two samples were drawn from the same
continuous distribution. We also calauated the maxi-
mum value of the absolute difference between two dis-
tributions (D) and the associated P wvalue with a
confidence interval of 5%.

Estimation of individual age. To determine whether the

sampled trees were present or not before logging, we
estimated the relative age of individuals from the

growth curve of dendrochronological estimates (De-

broux & Delvingt 1998b: Mapaga ef al. 2002) and the
radiocarbon dating curve of B. tavisperma (White ef af,
unpublished). We deduced the relative age of the small-
est individual (dbh) by plotting its observed diameter
on the two qurves.

Population genetic diversity. For nuclear miaosatellites,
we computed the number of slieles per locus (Na,,),
observed and expected heterozygosity (Hou, Henw),
and the fbation index (Fg) using ceser 403 (Belkhir
ef al 2000). We used myar version 293.2 (Goudet 2001)
to compute allelic richness (R} within each popula-
tion. AT computes allelic richness independently of
the size of the sample (El Moussadik & Patit 1996). We
analysed the difference between population nuclear
diversity parameters and fixation indexes using the
paired test (Nei 1987 Tapio ef al. 2003) and applied

Bevause of the nonrecombining nature of the chlore-
plast genome, each allelic combination at the three chlo-
roplast micresatellite markers was considered as a
spedfic chlorotype and treated as an allele at a single
locus. DNA diversity parameters were estimated for
each forest site Both the gene diversity index (H.),
estimated according to the Nei formula (Nei 1987), and
the number of chlorotypes (Na_) were alculated using
anegues version 2,0 (Schneider ef al. 2000); the effective
chiorotype number (Ne ) was cakulated using roecae
version 13.2 (Yeh er al.1997). Allelic richness R, which
accounts tor sample size, was calaulated following the

method developed by Petit ef al(1998) and imple-
mented in convres v .02

Estimation of selfing rate. The effective selfing rate = (ie.
the proportion of sampled trees produced by selfing)
was estimated for each predefined population with
watis Software (David et al. 2007; fip:// ftp.cefecnis.fr/
RMES/), a model that uses information on the multilo-
cus heterozygesity of the sample to devive the selfing
rate independently of Fis. This method has the advan-
tage of not being affected by technical artefacts like null
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alleles or partial dominance. We chose the maximum
likelihood estimate of s option and the unconstrained
maximum likelihood option. The selfing rate s was
deduced over all pairs of lod under the null hypothesis
of no selfing and no heterozygosity disequilibrium. The
associated P value was computed with a confidence
interval of 95%.

Differentiation awong populations. With nuciear microsat-
ellites, pairwise and associated global Foq,,, among the
three predefined populations were calculated using the
socalled ENA (exduding null alleles) method imple-
mented in seaa (Chapuis & Estoup 2007), a recent
method that corrects for the positive bias caused by the
presence of null alleles in the estimation of Fsr. The
associated Fsr,,,. were calculated with a 95% confidence
interval by bootstrap resampling over loci. With chloro-
plast microsatellites, the global and the pairwise Fsmy
among the three predefined populations and between
the two clusters detected by sars were caloulated with
haplotypes and tested with amova using asisQuv ver-
sion 20 (Schneider ef al. 2000). The assodated exact test
of population differentiation tests the hypothesis of ran-
dom distribution of individuals between pairs of popu-
lations as described in Raymond & Rousset (1995) and
Goudet et al. (1996),

Characterizing spatial genetic discomfmuities. We used a
Bayesian approach to describe genetic discomtinuities
using smuctisE v. 230 (Pritchard ef al. 2000) o esti-
mate the number of clusters K and assign the individu-
als to the dusters (Pritchard ef al. 2000). We ran the

‘admixture’ model with correlated frequencies, and 20
independent runs far each k (a priari number of clus-
ters) were performed using 10000 MCMC repetitions
and a 10000 burn-in period, following Evanno ef al.
12005). The estimated number of clusters (K) was deter-
mined by plotting the log-likelihood fundion LK)
against k, considering as effective k the value at which
the L) plateau starts, according to the recommen-
dations of Pritchard ef al. (20000, (httpe/ /pritch.bsd.
uchicagoadu).

Because all individuals in our samples were already
geoveferenced and genotyped, we also ran another
Bayesian program named wars version 52 (Carander
ef al. 2004) that uses a spatial model (Corander et al.
2007) tar diploid and haploid data and combines gene-
types and location data to detert genetic discontinuities.
nars allows the user to prespecify a set of sample
groups (with all individuals in the same group assumed
to have the same ancestry) associated with specific
group locations to help infer population structure. The
authors showed that using information on the location
of a sample group can greatly improve the power to
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detect structure when the amount of data is limited
(Corander ef al. 2003; Carander & Marttinen Z006). The
defined as three located groups, and we asked for a
maximum of clusters clese to three. The assumed effec-
tive number of cdusters (ie., the true K, ) is that for
which the maximum likelihood is assigned.

Analysis of spatinl genetic stricfure. Spatial genetic struc-
ture was assessed far each data set following the proce-
dure described in Vekemans & Hardy (2004), based an
pairwise kinship coeffidents between individuals, £,
using the saftware sraceni 1.3 (Hardy & Vekemans
2002). F; measures the extent of genetic similarity
between individuals in the sample. Nason’s estimation
of Kinship coefficient (Laiselle ef al.1995) was chosen
for its robust statistical properties (Vekemans & Hardy
2004). To visualize SGS, Fy values were averaged over a
set of distance classes (d) according to a geometric pro-
@ession of eight baundaries: 0-0.5, 05-1, 1-2, 2-4, 4-8§,
8-16, 16-32 and >32 km giving F(d). Fy values were also
regressed on Lnldy), where d, is the geographical spa-
tial distance between individuals i and | to provide a
regression slope, b To test for SGS, the spatial positions
of individuals were permuted 10 000 times to obtain
the frequency distribution of b under the null hypothe-
sis that Fy and dy were uncarvelated. The stength of
SGS was quantified using the statistic Sp (Vekemans &
Hardy 200d; Hardy ef al. 2006) as Sp = b/F,~1), where
F; is the average kinship coefficient between individuals
separated by the first distance class F (d < 0.5 km).

Estomation of past gene flowe. We used an iterative proce-
dure suggested by Vekemans & Hardy (2004) and
Hardy ef al. (206) based on the regression slope (b) of
kinship-distance curves and on estimates of effective
population density, D, to infer past gene flow parame-
ters: half the mean squared parent-offspring distance,
&%, and Wright's neighbourhood size, Nb =4zD.c"
With nuclear micosatellites, o° represents gene dis-
persal through seeds and pollen (o°,) and is estimated
from the slope b computed within 2 restricted distance
range according to the relation (F,~1vb =4rD,o”,. For
resents gene flow through seeds only (6°) and is esti-
mated according to the relation (F,~ 1)k = 2zD,67,. The
iterative procedure ensures that the regression slope is
computed within the |6-205] distance range (see Hardy
et al. 2006 tor details and justification). Assuming that
the ratio of effective to census population sizes, Ne/N,
typically ranges from 0.1 to 05 in plant populations
(Frankham 1995), we used the tollowing estimates of
effective population densities (D) D = D2, D4 o
D10, where D is the density of adult trees. In company
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documentation (Groupe Rougier 2001), the reported
mean density () far all three study sites is D=2
trees/km” for trees that flower and bear fruits regularly
(dbh >100 an). So we used the three following effective
densities D, = 1, 0.5 or 0.2 trees/km’, For a given D,
the 95% confidence interval of Nb and o, was com-
puted fallowing the jackknife procedure over loci
(Hardy ot . 206). It should be noted that because
chiovotype data represent a single loass, the jackknite
procedure could not be used to obtain confidence inter-
vals for seed dispersal (). Pollen dispersal () was
estimated from the two other inferences according to
the two dimensional space equation (Crawford 1984)

G=a=124
Results

Comparisons of dinmeter structure and dating sempies
Comparison of adults and young trees within each pre-
defined population showed that Miegue had more
mature B, foxisperma trees (65%) and fewer young trees
(35% ) than the two other populations (Fig. 2). The sec-
ond site, Mikongp, had a similar percentage af adults
(48"%) and young trees (52%) (Fig. 2). The third site
Abanga, had mare young trees (72%) (Fig. 2). The Kol-
mogorov test showed that Abhanga and Mikongo had
similar tree diameter structures (D =019, P> 0.08),
while Miegue ditfered significantly from Abanga
(D=042, P<0.001) and from Mikonge (D =027,
P <001, Acording to Debroux & Delvingt (1998b)
and Mapaga et al. 2002). in B. toxisperma, estimated
mean annual diameter growth is about 0.001 mv year for
young dominated trees (dbh = 10¢m), When we plotted
the smallest sampled individual (dbh =15cm) on
the growth cqurve of B. faxepemia dend rochronological

40699  70-928 100-12385  »130
Diameter class (cm)

Fig, 2 Frequency of diameter distnbution among the three for-
et sites for Badlondle tonsperma at ditferent stages of life.
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(Debroux & Delvingt 1998b; Mapaga ef al. 2002) and
radiocarbon curves (White ef al, unpublished), its esti-
mated age was abowt 100 years. This result showed that
all individuals sampled in the three forest sites were
already present befare the two recent logging events in
Mikango and Abanga (logged respectively around 50
and 20 years ago).

Genefic diversity patterns

The 15 nuclkear migosatellite loci were all polymorphic,
and the mean allele munber per locus and per
population (Na,,) ranged from 68 (Abanga) to 8.0
(Mikongo). Allelic richness ranged from R, =637
(Mikongo) to Ry =679 (Miegue). Expected heterozy-
gosity ranged from He,,, = 0557 (Mikongo) to He,,, =
0579 (Abanga). Comparison of diversity parameters
amang forest sites did not reveal any signiticant differ-
ence for R, and He,, . The fixation index Fig was
significantly different from zero and varied among pop-
ulations from Fe=0081 (P =000l at Abanga to
Fis = 0191 (P < 0.001) at Miegue when all 15 Joci were
considered, but the differences among Fis were not
significant. However, after exclusion of the seven loci
suspected to contain null alleles, the As dropped mark-
edly and only Miegue displayed a significant value of
Fig = 0076 (P < 0.01) (see Table 1). The estimated sel-
fing rate = for each predefined population was close to
zero for Abanga (s = 0000), Miegue (= =0000) and
Mikongo s =0.060) and did not significantly differ
from zero under the null hypothesis of no selfing and
no heterozygasity disequilibrium according to the 95%
confidence interval

With the combination of the three polymorphic
chloroplast micresatellite loci, we constructed 12
chlorotypes (labelled A to L in Fig. 3; Table 1). The

chlarotype number Na,, ranged from Na,=6
(Abanga) 1o Nag =10 (Mikongo), and the effective
chlarotype number Ne,, was similar for Abanga and
Mikongo (respectively Ne, =31 and 33) versus
Neg, = 56 for Miggue. The chlarotype index of diver-
sity H,, was also similar for Abanga and Mikongo with
H,, =0702-0.703 versus H_, = 0.836 for Miegue. Allelic
richness did not vary markedly among the three forest
sites, and Miegue presented the highest salue
R, =688 (Table 1). Chlorotype distribution over all
populations highlighted four majr chlorotypes G
(3610%); | 2976%); C (11.22%); K (829%), with the
two-first widely dispersed among the three predefined
populations (Fig. 3). At the population level (Fig. 3),
Mikango and Abanga presented the same three wide-
spread chiorotypes, ), G and C, while Miegue presented
five comman chlorotypes, |, G, K, Eand C.

[0 Azanga
W Mizgue

Frequency (%)
253 8ROEBEY

"R s B Bk S0 AR e R Rt B Ay 1

Haplatype
Fig. 3 Frequency for ench specific hapltype within the three
forest sttes.

Table 1 Genetic diversity parsmeters with nuclear and chloroplast microsatellite markers for each forest site and pooled population

Nuxlear microsatellies Chioroplast microsstellites
Pm 1 b4,
sample area | Na. R He,.. Fe Fea Ng Nag Neo Ay R,
Miegue o 7.3 ™ 05% 0,197 % 0076 58 u 56 03% ey
1691 ki’
Abanga o 68 &% (R 0081 —0&™ 36 6 31 0rm S0
45 km
Mikongo 13 80 aw 055 0.151% 0017~ 106 10 33 0703 587
995 kn?
All w 9.4 914 (Er 0.151% 008N 202 12 41 0761 -

The number of genotyped trees (N0 and (N}, Na and Na_, are the number of aliles per locus, £, and R, are comected
allelic richmes, and He and H_, am expected hetereygosity for nuckear and chloroplag microsate lites markers, respectively. Ne

is the effective chiomtype number. Fy, s the fixation index

J‘md s

F i 1 the fisstion index corrected for null

alleles. Pvalues: not significant (NS far £ > 0.05 and significant for “001 < P <0001, **for £ <0001,

© 210 Blackwell Publishing Lid



8 D. NDIADE-BOUROBOU ET AL.

Genetic differentiation among tie firee predefined
populations

The global Fery,. (Weir 1996) described by Chapuis &
Estoup (2007) for nuclear microsatellites revealed no
significant genetic differentiation (Fsr,,,. =0.007, P >
0.05) amang the three populations. The pairwise For,.
between pairs of populations were not significant Mik-
ango and Abanga (Fer,,, = 0.004, P > 0.05), Miegue and
Abanga (Fap,, = 0.005, P> 005 and Mikongo and
Misgue (Foryp,. = 0010, P > 0.05). Far chloroplast micro-
satellites, the global Fsr,, obtained with amova was
significant: Fep., = 0.110 (P < 0001). Comparison of the
populations revealed significant genetic differentiation
between all pairs of populations: Mikongo and Abanga,
Fopep, = 0080 (P <005), Miegue and Abanga, For,, =
0.069 (P <001 and Mikongo and Miegue, Fery, = 0.149
P < 0p01)

Detecting genetic discontinuities

For nudear micresatellite markers, the smucuse 23.1
program test of genetic discontinuities (with the
‘Admixture” model with predefined/not predefined
populations as prior information) did not detect any
genetic discontinuity within each population or when
the populations were pooled (estimated number of
genetic clusters K = 1). This suggests that all predefined
populations represent anly one population. A similar
result was obtined with aar v532 (K, =1: with
probability assodated with the madmum number of
dusters, P = L.O00) when we added the spatial coordi-
nates of esch of the three predefined populations as
prior information. In contrast, sass software detected
two differentiated clusters for chlovoplast microsatellite
markers (K, =2 with a high probability associated
with the maximum number of clusters, ¥ = 0.999). One
custer contained Mikongo and Abanga populations,
and the other contained only the Miegue population.
The test of genetic ditferentiation in the two haplotype
custers detected by the Bayesian software nars showed
Fatep = 0.144 (P < 000D between cluster 1 (Miegue) and
custer 2 (Mikengo and Abanga).

Detection of fine-scale spatial genetic structure

The regression slope by ., of the pairwise kinship coet-
ficient on the logarithm of spatial distance was only
significant in Mikongo for nudear microsatellites:
B = <0005 (P <005 with an assodated Sp,.,. =
0.005. For the chloroplast microsatellites, we observed
no significant SGS at any forest site (results not shown).
For the pooled population, the regression slope by 4 was
significantly negative both with nudear micosatellites
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By e = =0.003 (P < 0L01) and chlaroplast microsatellites
g = <0015 (P< 001 (Fig. 4). The assodatad 5GS
intensity for nudear micosatellites was Sp,.,. = 0.003

and for chioroplast micresatellites Sp., = 0.015
(Table 2).
Estimating past gere flow

Depending on the assumed effective density (D), esti-
mates of mean gene flow of glbal genes (5,) ranged
from 6.6 o 99 km with nuclear markers (Table 3).
The carresponding Wright's neighbourhood size Nb
varied from 247 to 546 trees (Table 3). It should be
noted that the confidence intervals were large. and an
upper bound was not always obtained. However, the
lower bounds indicated that o, > 35km. Seed dis-
persal distance (o) ranged from 4.0 to 63 km with

Fig. 4 Averige kinship-distance aurves, Fid) plotted for each

kind ot marker Companson of

(squaares) markers for pooked populations White and black
symbols show, respectively, values not departing significantly

and values departing significantly (x = 5%) tram a random
spatal distribution.

Table 2 Estimates of spatial genetic structre (SG parame
ters for both niclear and chlomoplast microsstedlite markers

Marker N K, s -+

Nuckar 247 007
Chloroplast 202 0.2

=Q003~ 0003
-0015 s

Nhnwduwﬂ-hgmlpnhpﬂ“
kinship esti bty nedghbouring individuals for the
H‘mml“.<05hﬂ,hh&lll§ndth¢

regession of kinship cosfficent values on the spatial dist

between ndividuals and Sp & the intersity of SGS caloulated
for pairwise ditatwe between individuals.

© 10 Blackwell Publishing L1d
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Table 3 Indirect estimation of historical dispenal distame for
global genes {0,), seeds (0 and pollen (o)) & well as Wright
neighbourhood (Nb) for the pooled population using an tem-
tive procedure with three etimates of effective densities
(D, =D/2, D/ and DN %% confidence intervak (CD ane
given for o, and Nb

Global penes  Seeds  Tollen

D, e “p

ttrees/lam”) o (k) fkm)  (lmp Nb

D2=1 66 (35 * ¢ S45.8 (1522 4-<c)
D74 =05 80 B 40 98 WA2(1585)
DAN=02 99 (67-187) 63 WS  AT4(11BI-EMWS)

*Noconvergence of the ferstive computation.

miaosatellites for the two lowsst effective
densities D74, V10, but no estimate could be obtained
for the highest effective density D, = D/2 because in
this case, the iterative procedure failed to converge.
Consequently, tor the two estimates of o, and . from
the two lowest effective densities D4 and D/70, the
inferred pollen dispersal distance (o) ranged from 9.8
to 10.8 km. Confidence intarvals could not be oblained
for o, and o, but the precision was presumably low.

Discussion
Logging affected diameter structures but not genetic
fioersi

Comparison of the diameter structures among the
three predefined populations revealed similarities
between Abanga and Mikongo. This result shows that
even if logging ocaurred independently in the two sites
(20 and 50 years ago), it affected the B. tavisperma
populations in the same way. It favourad the growth
of small diameter trees and removed some of the big-
gest trees. This observation confirms the fact that
B. fexiperma requires an open ecosystem to grow dur-
ing the young stage However, seledtive logging did
not affect the diversity observed with nuclear and
chioroplast markers (Table 1). This vesult is consistent
with empirical studies and with simulations showing
that moderate selective logging has a limited impact
on diversity parameters (Ng & al. 20090 In addition,
estimated individual age revealed that sampled
individuals (young and mature trees) were alveady
established before the sdective logging events in
Mikingo and Abanga. As a consequence, the youngest
trees did not result from mating after logging and
were thus not a suitable sample to demonstrate the
eftect of exploitation.

© 2010 Blackwel Publishing Ltd

Genetic diversity similar to that of dense species

Comparison of gene diversity parameters with other tree
spedes showed that the nudear genetic diversity
(Heau = 056-058) of the B. taxsperma population was
similar to that of other dense tropical tree species such as
A. kainears (He, . = 0384055, Bon of al. 208a), Vo
uacapous americary (Caesalpiniacene) (Heaw = 0.47-0.51;
Dutech et al, 2002), the medium-density tree spedes
. benthamianis (He,,, = 0470-0567; Debout et al. 20100
and another lo ree spedes M. excelsa
(He,, = 053-056; Bizoux et al. 2009). Diversity parame-
ters of B. toxisperma showed diversified maternal lin-
eages of seeds (Na_, = 12) and relatively high chlorotype
diversity (H., = 0761) (Table 1; Fig. 3). Similar studies
in other entomophilous and dense tree species with ani-
mal-dispersed seeds such as Vitellara paradoxa (Sapota-
ceal (Hg, = 0.00-0.49; Fontaine ef al. 2004) throughout its
natural range or Dalbergm  monticola (Fabaceae)
(H, = 000-080; Andrianodina ef al. 2005) throughout
their natural range showed lower chlorotype diversity
than that of 8. foxiperma, which was estimated only in
one part of its natural range. Finally, these results show
that B. foxispermia exhibits a level of nuclear gene diver-
sity similar to that of many dense nopical tree spedes
but a higher level of chloroplast gene diversity.

Low rates of effective selfing and inbreeding

The fixation index Fis was significantly pesitive and
varied with the population (Table 1). However, after
excluding the seven loci exhibiting null alleles, Fs was
only significantly different from zero in Miegue. Given
the absence af discrete genetic structure within this tor-
est, we can reject a possible Wahlund etfect to explain
this positive value. These observed departures trom the
Hardy-Weinberg equilibrium may thus be attributed to
either mating with dosely related individuals or to sel-
fing. Using the smis approach, estimates of the selfing
rate £ were not significantly different from zero for each
site, although a low selfing rate (ca. 6% ) was also com-
patible with the data from Mikongo. Thus, despite the
low population density, inbreeding and effective selfing
remain very low in 8. foxisperma. However, we cannet
exclude the possibility that selfing oocurs more fre-
quently, but that selective abortion or selection against
inbred individuals at an early stage of growth limits
effective selfing, which we measured using large trees.

Homogeneous spatial distribution of gene diversity

Analyses of diversity parameters using nudear
micresatellites vevealed no significant differences
among the three predefined populations (Table 1)
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The lack of genetic differentiation among the popula-
tions (Ferme = 0007, F'>0.05) and the absence of
genetic discontinuity within and among them con-
firmed that nuclear genetic variation is homogenenusly
distributed at the scale of this forest block Similar anal-
yses using Tes software v.2.0 (Chen ef al. 2007), which
is supposed to be more efficient in detecting genetic
custers under low differentiation and continuous spa-
tial distibution, gave the same results. Gene diversity
estimated with chloroplast micosatellite markers in
each population revealed many similarities between
Abangs and Mikongo (Table 1). This patten was also
highlighted by the detection of two genetic clusters
(Ferpy = 0.144, P < 0.001) with chlaroplast markers: ane
duster including Abanga and Mikongo and another
duster enly including Miegue. This suggests that in
contrast to nuclear diversity, haplotype diversity is not
homogeneously distributed among the three sites
{Fig. 3). There are two possible explanations far this.
First, concerning the past, this could be attributed to
lonization of the area by individuals from different
genetic backgrounds. However, this is unlikely because
we would then expect a discontinuous structure like
that observed with nuclear markers. Second, limited
dispersal of seeds produces local genetic drift. Although
seed dispersal is effective, as dispersal distances are

smaller than the size of the study area and local drift is

enhanced by low density combined with the haploid
nature of the chloroplast genome, an SCS is created and
differentiation between areas is to be expected. Such a
differentiation is not as significant as for the nuclear
genome because the drift is twice lower (diploid) and
gene flow is increased by the dispersal of pollen.

Unexpected very weak spatial gemetic structure

With nuclear microsatellites, we detected a SGS in Mik-
ongo but not in the two other sites. The significant SGS
in Mikomgo can be explained by exhaustive sampling in
a confined area and the larger sample size (Table 1)
(Vekemans & Hardy 2004), However, there are other
possible explanations for the observed lack of SGS at
Miegue and Abanga. First, species with extensive gene
flow via polien (35 observed with B. toxisperma, see esti-
mated distance of gene flow in Table 3) do not always
present a fine-acale SGS within a limited area but may
do so at spatial scales larger than those investigated in
our study (Xie & Knowles 1991; Doligez & Joly 1997).
Second, asymmetric sampling schemes within the three
sites (as discussed earlier) may explain these results.
The SGS detected with nuclear microsatellite markers
tor the pooled population highlighted the fact that
genetic similarities were higher among neighbours than
among more distant individuals, as expeded under
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isolation-by-distance. The observed SGS is probably
atributed to the tormation of a local pedigree structure
when a scale larger than one individual site and a lar-
ger sample size is considered (see Vekemans & Hardy
2004). The strength of the SG5 Spaa = 0003) observed
with nuclear markers was lower than that of any
dense animal-pollinated tropical tree species (mean
BPpa = 0017, Dick et al. 2008) and even that of M. &-
celsa (Spae = 0.006; Bizoux ef al. 2009) whose density is
similar to that of B. foxisperma. The observed low Sp,,...
in B. foxisperma for the pooled populations thus reveals
unexpectedly high global gene flow for a tree with
heavy diaspores whose pallen and seeds are dispersed
by animals.

The SGS of the pooled population of B. toxspema
abserved with chlaroplast microsatellites also suggests
a chlovoplast pedigree structure. Because duwring sam-
pling, we observed no clustered individuals, the SGS
detected far B. toxispermi can be explained by the seed
dispersal mediated by frugivores which would be suffi-
dently dispersed to awoid dustering of individuals but
limited enough to cause a significant SGS. Indeed, frugi-
vores are known to efficiently disperse seeds while
moving through the forest and consequently to play a
very important role in gene flow mediated by seeds
(Westcott of al. 2005). Our resulls showed that the
strength of 5G5S estimatad using chloroplast micrasatel-
lites (Sp,;, = 0.015) was almast five times that estimated
using nuclear microsatellites (Spu.. = 0.003) (Table 2).
Stranger SGS at chloroplast markers is to be expected
for two reasons. First, genetic drift is twice higher in a
haploid genome than in an outbred diploid genome
Second, pollen dispersal does not cantribute to the gene
flow of maternally inherited markers.

Long-distance seed and pollen dispersal in cnnection
with efficient vectors

Inferences of past mean dispersal distance estimated
through kinship-distance curves indicate that seed and
pallen are typically dispersed over distances of several
Klometres (Table 3). Indeed, estimates of gene flow
were high and ranged from 66 to 9.9km for global
gene flow (o), from 4.0 to 63 km for seeds (o) and
from 98 to 108 km for pollen (a;) (Table 3). The asso-
dated Wright's neighbourhoad size (Nb) for global
gene flow (o)) ranged from 247 to 546 trees and corre-
sponded to areas of from 546 to 1235 km” depending
an the effective densities (D,). These large neighbour-
hood sizes (Nb > 100) suggest a high level of gene flow
in the past. A lower 95% Cl bound was abtained for o,
(3.5 km) but not for &, or o,.. Our estimate of o, should
be interpreted with caution because it was deduced
from o, and &, and hence combines their respective

© 2010 Blackwell Publishing Ltd
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impredsion. Thus, although according to our estimates
G. < Gy, the reverse may well be with our
data, and genotypic data from maternal families would
be required o estimate pollen dispersal more acou-
rately. Compared to most tropical rainforest tree species
investigated, global gene flow in B. foxisperma is high:
5, = 0.1-1.18 km for several entomophilous animal-dis-
persed neotropical tree species (Hardy ef al. 2006),
Gy =021-057 km far the entomophilous wind-dis-
persed Afrvican tree A. klameans (Born ef al. 2008a),
o, =04-10lkm for the entomophilous wind and/or
anmal-dispersed African tree D. lenthamiams (Debout
et al. 2010). However, mean dispersal estimates for
B. toxipernia ave similar to those of the low-density
wind-pollinated tropical tree M. excela (oy = 1-7.1 kan,
Bizoux ef al. 2009). Extensive gene flow mediated by
pollen can occur at low tree density because pollen dis-
persal distance is expected to be inversely related to
tree density, as reparted far many tropical tree species
(Cascante et al. 2002; White & al. 2002; Dick ef al. 2008).

In addition, through direct estimation of poilen flow,
some studies have shown the high potential of pollen
dispersal by certain insects: Ahmed ef al. (2009) showed
that wasps were able to disperse pollen over a distance
of more than 100 km. Ward ef al. (2005) and Dick ef al.
(2008) also showed that in wopical rainforest, bats were
able to disperse pollen up to many kilometres and that
the extent of gene flow mediated by pallen also
depended on the size of the pollinatar. Entamological
research on B. toxisperma is not well advanced, but the
low density of this species, the range of pollen dispersal
(around 10 km) and recent direct measures of gene flow
mediated by pollen suggest that bats and an assartment
of large insects could be etfident pollinators.

Although several frugivorous animals may be
involved in seed dispersal, we suggest that seeds are
mainly dispersed by elephants and humans. Their role
has been already demonstrated in a previous ecological
study on B foxisperma in the Djg forest in Cameroon
(Debroux 1998a). In addition, personal feld observa-
tions and forest company inventories (Groupe Rougier
2001) revealed a high density of elephants and ancient
human migration patterns in our sample sites. Recent
elephant ecology studies in Gabon (Blake 2002; Blanc
et al. 2002, Momont 2007) reported that forest elephants
(Loxadonta cyclotiz) usually consume 8. taxigerma fruits
and have to move long distances (mean of 7 lan/day)
to benefit from locally plentitul seasonal fruiting within
their individual large habitats (145-165 km®). Debroux
(19983), Angerand (2006) (and persanal field observa-
tions) reported that seed germination of E. tovisperma
usually occurs in elephant droppings disseminated
throughout the forest. Moreover, for many generations,
farest inhabitants ate B. toxisperma fruits while walking

© 210 Blackwell Publishing Lid

through the forest and collected and carried fruits from
the forest to the villages (White ef al, unpublished) ©
extract the oil. Thus, it is likely that human practices
also contribute to B. favspoma long-distance seed dis-
persal

Conclusion

Using two complementary markers, our study provides
new insight into the relative contribution of seed and
pollen dispersal in gene flow of a very low-<density tree
spedes. With our sampling design, analyses did not
show a dear impact of seletive logging on genefic
diversity and S(5. Our analyses revealed a very weak
SGS in contrast to many other topical tree spedies. This
SGS pattern is supported by estimates of past mean dis-
persal distance of genes. We argue that despite its low
density and its heavy diaspores, the extensive gene flow
of both seeds and pollen observed in 8. taxiperma con-
tributes to maintaining genetic variation and to homoge-
nizing its spatial distribution between scattered sites
within the forest block. In addition, long-distance seed
dispersal probably played a major role in the population
expansion phase by colonizing new sites that were
favourable for seadlings, as already obsarved for other
rain torest trees (Barn ef al. 2008b; Dick ef al. 2008), For
B. tavisperma, long-distance seed dispersal events are
prabably determining factors in species recruitment
because they allow seeds to escape the strong predation
to which they are subject at all stages of the tree's life
under the crown of this fruit-bearing tree. Nowadays,
long-distance seed dispersal may not be ensured in
many regions of Central Africa where hunting has dras-
tically decreased populations of large frugivores. Finally,
our results suppart the idea that the range of diversity
levels in some rare tree spedes may resemble those of
dense widespread tree species and that very low density
is not a gooxd predictor of the level of gene diversity
(Gitzendanner & Soltis 2000; Navarro ef al. 2005).
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Chapitre VI. Structure de la diversité génétique au sein de I’aire naturelle de B.
toxisperma en relation avec les caractéristiques climatiques actuelles et passées.

Résumé

L’analyse des patrons de la diversité génétique de Baillonella toxisperma a été menée avec 15
marqueurs microsatellites nucléaires et 3 marqueurs microsatellites chloroplastiques,
respectivement sur 517 et 422 individus récoltés a travers I’essentie]l de son aire de
distribution. Le niveau de diversité génétique nucléaire global est modéré (HE,,. = 0.60 ;
Arnue= 4.93) alors que la diversité chloroplastique est forte (H, = 0.80; Arep, = 3.95 ).
L’analyse de la distribution spatiale de la diversité génétique aux marqueurs microsatellites
nucléaires par les méthodes bayésiennes, a révélé trois groupes génétiques: un groupe situ¢ au
Nord de I’équateur thermique qui englobe I’ensemble du massif forestier du Cameroun, et
deux au Sud, qui séparent les foréts cotieres gabonaise de I’Ouest, des foréts planitaires, a
I’intérieur des terres, vers I’Est. La détection d’un signal phylogéographique uniquement entre
le groupe du Nord et chacun des deux groupes du Sud, suggére la prise en compte de deux
grandes structures génétiques spatiales : un groupe regroupant les individus situés au Nord et
I’autre regroupant tous les individus situés au Sud de I’équateur thermique. La détection de
ce signal phylogéographique (Rsr = 0.313 > Rgrp =0.115, P < 0.001) pourrait s’expliquer par
un isolement de blocs forestiers remontant a la dernicre ere interglaciaire, et qui serait
maintenu par un isolement dans la reproduction entre les individus des deux groupes, du fait
de I'inversion des saisons due a 1’équateur thermique. Le niveau de divergence génétique
modéré, mesuré entre les deux groupes qui séparent la forét gabonaise (Fsr = 0.068, P <
0.001) suggere une séparation récente, qui pourrait remonter aux perturbations climatiques de
I’Holocéne moyen sur la forét gabonaise. Cette divergence pourrait bien étre due a
I’isolement spatial des ilots forestiers issus de la fragmentation du massif forestier gabonais
durant I’Holocene, et a un chevauchement dans la période de floraison des individus situés a
I’intérieur de ces deux groupes, du fait des différences climatiques entre les foréts cotieres et
les foréts planitaires. L’absence d’une structure génétique spatiale marquée chez les
marqueurs chloroplastiques (Nsr = 0.172, Gsy = 0.154, P > 0.05 ; Gst = 0.153; P < 0.001)
serait due a une dissémination efficace des graines, favorisée par 1’absence de barricres
climatiques au flux des graines et par les disséminateurs a longues distances que sont
I’homme et 1’¢léphant. La convergence des structures génétiques détectées chez B.
toxisperma avec d’autres especes d’arbres du bassin guinéo-congolais renforce I’hypothése
des effets climatiques du pléistocéne et de ’holocene dans la répartition des espéces d’arbres
d’Afrique centrale, et rejoint 1’idée que les especes d’une méme niche écologique ne
proviennent pas toujours des mémes refuges forestiers du Quaternaire.
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1- Introduction

De nos jours, la forét tropicale humide Africaine représente un enjeu politique,
scientifique et écologique du fait de la richesse produite par I’exploitation forestiere, le niveau
de biodiversit¢ qu’elle renferme, et le manque de connaissance sur la complexité de sa
structure. Du fait de ces intéréts, la surexploitation dont elle est sujette et les effets potentiels
des changements climatiques impliquent des stratégies combinées de conservation. Les
nouvelles regles d’aménagement, les aires protégées et la mise en place de banques
génétiques peuvent étre considérées comme des actions majeures en faveur de la forét. Ceci
¢étant, la prise en compte des nouvelles connaissances issues d’études menées en Ecologie
Moléculaire peut contribuer a mieux modéliser les réponses des foréts tropicales face aux
perturbations d’origine anthropique et climatique, et de ce fait permettre de proposer des
solutions de conservation adaptées et ciblées.

Plusieurs études d’écologie moléculaire ont mis en évidence que la distribution de la
diversité génétique dans I’espace était hétérogene et non due a I’effet du hasard. Les auteurs
évoquent la présence d’une structure génétique spatiale (SGS) a fine ou large échelle au sein
d’une méme espece principalement occasionnée par une restriction ou a une rupture plus ou
moins franche des flux de genes a I’intérieur ou entre les populations (Vekemans & Hardy
2004 ; Barluenga & Meyer 2010 ; Kyndt et al. 2009). D’autres études ont montré que
I’hétérogénéité du paysage, les variations climatiques, et la distance séparant les populations
peuvent influencer les capacités de dispersion d’une espece et de ce fait, orienter le niveau de
différentiation génétique entre les populations naturelles (Meeuwig et al., 2010; Neville et al.
2006; Reinartz 1984). Au travers de 1’agriculture, 1’'urbanisation et la déforestation intensive
qui sont des phénomenes communs sous les tropiques (White ef al. 2002), les activités
anthropiques des derniéres décennies et siccles ont fortement modifié¢ les paysages naturels
(Lira et al.2003) en transformant des végétations d’origine continues, en de petits fragments
isolés souvent moins viables pour certaines communautés biologiques (Coulon et al. 2004 ;
Keller et al. 2004 ; Valladares et al. 2006). Diverses études ont effectivement montré d’une
part, que la fragmentation de I’habitat pouvait engendrer une modification des processus
physiques, biologiques, écologiques et évolutifs naturels des écosystémes forestiers (Primack
& Inouye 1993; Young et al.1996; Cascante et al.2002 ; Tomimatsu & Ohara 2003; Hamrick,
2004; Byers et al. 2005 ; Andrianoelina et al. 2009). D’un autre co6té, I’exploitation sélective
qui consiste a prélever des adultes reproducteurs, et 1’agriculture itinérante sur brilis,
autrefois restreinte a I’économie familiale, désormais élargie, contribuent a perturber la
structure démographique et la densité des adultes reproducteurs a I’intérieur des populations
dans les foréts tropicales Africaines. La destruction de I’habitat est donc a I’origine de
plusieurs problémes de conservation (Debinski & Holt 2000 ; Runge et al. 2006 ; Délegue et
al. 2001 ; Roche 1991).

Des perturbations climatiques historiques de plus grande envergure comparées a
celles occasionnées par I’homme, dues a I’alternance des cycles glaciaire, ont également
contribu¢ a fragmenter, faconner le paysage forestier et la distribution biogéographique
actuelle de la flore d’Afrique Centrale. Les données paléo-écologiques indiquent en effet que
les aires de distribution géographique des espéces d’arbres ont subi successivement des
phases d’expansions et de contractions suite a plusieurs phases de changement alternatifs de
froid et de sécheresse durant I’ére du quaternaire (Maley 1997 ; Hamrick, 2004 ; Peyrot
2008). Ces changements climatiques enregistrés durant le pléistocéne auraient fragmenté le
couvert forestier de la forét tropicale humide Africaine et favorisé I’ouverture des milieux
propices a I’expansion de la savane durant ’holocéne supérieur (<3000 BP) (Maley 1992;
Elenga et al.1996; Vincens et al.1998). Basés sur les patrons de distribution actuels des
especes et des données géomorphologiques et paléoclimatiques, certains auteurs suggerent



Page |87

que des oscillations cycliques et répétées de climat sec et humide auraient fortement
fragmenté la forét tropicale humide, engendrant ainsi des ilots forestiers différenciés et la
spéciation des organismes, dues a de longues périodes d’isolement. Les foyers d’endémisme
et de hot spots de diversité actuels (Aubreville 1967; Maley 1987; Sosef 1994) seraient les
témoins de ces ilots, refuges putatifs de foréts reliques du pléistoceéne, a partir desquels la
forét aurait commencé son expansion lorsque les conditions climatiques seraient redevenues
favorables durant le début de holocéne.

A cet effet, de récentes ¢tudes conduites sur des especes d’arbres de la forét tropicale
humide d’Afrique centrale (bassin guin€o-congolais), menées grace a des marqueurs
microsatellites et des séquences d’ADN, ont mis en évidence chez Disthemonanthus
benthamianus (Caesalpinioidae) (Debout et al. 2010) et Milicia excelsa (Moraceae) (Dainou
et al.2010) un patron de structuration génétique spatiale similaire. Ce patron sépare chez ces
essences, les populations situées au Nord de I’équateur thermique de celles du sud, et
subdivise le massif forestier du sud de 1’équateur en deux zones: la zone forestieére cotiere de
la facade atlantique et celle de I’intérieur des terres, plus a I’Est. Les auteurs suggérent que
ces pools génétiques différenciés seraient des signatures des oscillations climatiques du
quaternaire, maintenues par des barrieres écologiques. Ces études confirment certains refuges
putatifs de la forét guinéo-congolaise mais invalident I’idée selon laquelle toute les especes
d’une méme niche écologique proviendraient des mémes refuges du quaternaire, et auraient
ainsi suivi les mémes voies de recolonisation de leur aire de répartition (Debout e al. 2010).

Du fait que la structure génétique actuelle de certaines especes d’arbres forestiers
peut étre le reflet des perturbations anthropiques et climatique historiques, et compte tenu du
processus du changement climatique en cours, compiler les études sur la dynamique passée et
actuelle de la structure génétique des peuplements devrait nous aider a mieux prevenir les
réponses des populations d’arbres face a diverses formes de perturbations. Ainsi, délimiter les
unités génétique évolutives qui subdivisent une unité physique continue en apparence, peut
étre considéré aujourd’hui comme un des objectifs majeurs de la génétique des populations
(Chen et al. 2007). Par ailleurs, caractériser les mécanismes génétiques gouvernant la mise en
place des barrieres aux flux des geénes (Wu et al. 2008), et inférer les processus biotiques et
abiotiques qui contribuent a structurer spatialement la diversité génétique peuvent étre tres
informatifs pour les progres de la biologie évolutive, les stratégies de conservation et la
précision de la modélisation sur I'impact des changements climatiques sur les essences
foresticres.

Pour atteindre ces objectifs, différentes études ont démontré que les microsatellites se
révelent trés utiles malgré certains problémes liés a ’homoplasie de taille, et sont trés
efficaces pour retrouver des structures génétiques fiables ( Harry ef al. 1998 ; Richard &
Thorpe 2001 ; Tozaki et al. 2003 ; Ochieng et al. 2007). Les marqueurs microsatellites sont
de courtes répétitions de tandems (SSR ou STR) trés polymorphes, et abondants dans les
génomes eucaryotes. Ils sont supposés neutres et comparés aux séquences d’ADN, présentent
I’avantage de fournir des informations sur de multiples régions du génome. De ce fait, ils se
révelent plus informatifs pour détecter des signaux phylogéographiques en dépit de grande
divergence génétique entre les espéces (Ochieng et al. 2007).

Du fait de leur polymorphisme de taille et de leur évolution gouvernée par la mutation,
les ¢études d’écologie moléculaire basées sur les SSRs peuvent permettre d’estimer la
contribution respective des forces évolutives telles que la migration, la dérive et la mutation
sur la différenciation génétique en fournissant deux types d’information: la différentiation due
a I’identité des alléles (Fsr) et une autre moins utilisée, basée sur la taille des états alléliques
(Rst). De plus, de nouveaux modeles de génétique des populations permettent de tirer partie
du polymorphisme de ces marqueurs.
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Les méthodes Bayésiennes qui sont notamment aujourd’hui des outils privilégiés pour
les analyses de génétique a I’échelle intra-spécifique, ont montré leur capacité a délimiter
spatialement des groupes génétiques a travers des échantillonnages continus ou irréguliers
comme c’est souvent le cas pour les especes d’arbres des foréts tropicales humides. La
combinaison des marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastique a celles des
séquences d’ADN chloroplastiques peut se révéler utile pour caractériser la structuration
génétique spatiale engendrée par les différentes propagules de dispersion des génes chez les
plantes. Par ailleurs, la différence dans leur vitesse de mutation respective peut €tre utilisée
pour caractériser des patrons historiques et contemporains de la distribution de la diversité
génétique a travers le temps.

Afin de contribuer a la compréhension des patrons de la diversité génétiques des
especes forestieres en Afrique Centrale, nous avons entrepris une étude sur une espece d’arbre
emblématique, Baillonella toxisperma (Moabi), une espece vulnérable (UICN VU Alcd) de
la forét tropicale humide Africaine, qui présente des intéréts économiques et écologiques. Son
aire de répartition est a cheval entre les hémispheres Nord et Sud, de ce fait englobe deux
zones €cologiques.

Une récente étude menée sur B. foxisperma au Gabon (Ndiade-Bourobou ef al. 2010)
a mis en évidence de grandes capacités de dispersion via le pollen (6, = 9.8 -10.8 km) et les
graines (o5 = 4.0 - 6.3 km), et I’absence de discontinuité génétique a travers un block forestier
de 2886 Km’. Ainsi du fait du contexte historique climatique et des écozones de sa niche
écologique, de sa particularité d’espéce présente & trés faible densité (5 & 7 adultes /km?), B.
toxisperma peut représenter un modele d’étude biologique pour comprendre ’effet des
forces abiotiques et biotiques sur la structuration génétique spatiale a grande échelle, d’une
espece disséminée et qui présente de tres grandes capacités de dispersion.

Dans cette étude nous testerons I’hypothése suivante : les grandes capacités de
dispersion du B. toxisperma ont conduit a homogénéiser la diversité génétique dans les
écozones climatiques comprises dans son aire de répartition. Si celle-ci n’est pas vérifiée,
nous chercherons a comprendre, quels sont les facteurs abiotiques et biotiques capables
d’expliquer la mise en place d’une structure génétique spatiale & grande échelle chez cette
espece. A cette fin les questions suivantes seront abordées: (1) Comment est distribuée la
diversité génétique entre les populations de B. foxisperma distribuées au sein de son aire de
répartition? (2) Existe-t-il des groupes génétiquement différenciés chez B. toxisperma? (3)
Existe-t-il un signal phylogéographique entre ces groupes? (4) Les évolutions climatiques
passées et les caractéristiques des climats au sein de son aire de répartition pourraient-elles
avoir contribué¢ a mettre en place et a maintenir cette structure génétique? Afin de comparer
les patrons de diversité génétique historiques et contemporains nous utiliserons a la fois les
marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques, et les séquences chloroplastiques.

2- Mateériel et méthodes

Modéle Biologique d’étude. Le genre monospécifique Baillonella toxisperma (le Moabi) est
un arbre originaire d’Afrique centrale, qui appartient a la famille des Sapotaceae. C’est une
espece endémique a la région guinéo-congolaise (White 1983) dont I’aire de répartition
s’étend du Sud du Nigeria au Nord de I’Angola (Cabinda), et de la facade Atlantique
d’Afrique centrale a 1’Ouest de la République Démocratique du Congo (RDC), avec
I’essentiel de son aire de répartition compris entre le Gabon et le Cameroun. B. toxisperma
est une espéce présente a trés faible densité & I’hectare (5 a 7 adultes /km?) rarement
rencontrée en bouquets, mais généralement sous forme d’individus éparpillés et isolés les uns
des autres (Letouzey 1985; Debroux & Delvingt 1998). C’est une espece héliophile non
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pionniere, tolérant I’ombre (Mapaga et al. 2002; Doucet & Kouadio 2007), et spécialiste des
foréts matures (Aubreville 1967). Les grands arbres peuvent atteindre 70 m en hauteur et des
diametres a hauteur de bras (d.b.h) de 400 a 500 cm. Les données dendochronologiques
(Debroux & Delvingt 1998; Mapaga ef al. 2002) et les courbes de radiodatation au carbone
14 (White et al. unpublished data) estiment I’age de certains arbres de 200 a 280 cm de
diametre (d.b.h) autour de 300 a 600 ans. B. toxisperma commence généralement a fructifier
a partir de 70 cm (d.b.h) (Debroux 1998; Angerand 2006), ses fleurs sont hermaphrodites
(Debroux 1998) et probablement pollinisées par des insectes et des chauves-souris. L’éléphant
et ’homme sont connus pour étre les principaux disséminateurs de ses graines (Gauthier -
Hion et al.1985; Debroux 1998; Ndiade-Bourobou et al.2010). B. toxisperma est caractérisé
par une trés faible croissance annuelle en diametre (0.01lm/an) dans le sous-bois, et une
régénération limitée du fait de la forte prédation dont elle est I’objet par une large gamme de
mammiferes (fruits, graines, cotylédons, plantules) et par ’'Homme (fruits, amandes, bois)
(Debroux & Delvingt 1998). Il présente un bois de trés grande valeur €conomique, tres
utilisé en menuiserie d’extérieur (Anonyme 1976; Biwaou 2007), et une écorce utilisée a des
fins ethnobotaniques (Betti 1994; Schneemann 1995). Du fait de la réduction de son aire de
distribution naturelle, de sa régénération limitée et de la surexploitation dont elle souffre

aujourd’hui, B. toxisperma est désormais classée comme une espece vulnérable par I’'UICN
(UICN 1996, cat VU Al cd).

Echantillonnage et sites d’étude. Nous avons collecté des feuilles et du cambium de 517
arbres adultes sur plusieurs sites en Afrique Centrale (4 Cameroun et 11 au Gabon) (Figure
N°I). Du fait de la trés faible densité¢ de 1’espece et de la difficulté d’acces dans les foréts
matures tropicales humides (relief accidenté, marécages, crétes, bas fond), certains individus
ont été échantillonnés a I’intérieur de concessions foresticres (cartes géoréférencées en arbres
adultes), et les autres ont été prélevés a proximité des villages ou le long des routes. Afin
d’obtenir un échantillonnage assez représentatif du niveau de diversité de B. toxisperma,
I’échantillonnage a été effectué a travers les massifs forestiers du Cameroun et du Gabon,
depuis la facade Atlantique Ouest jusqu’aux limites continentales des terres, a I’Est. Les
différents sites d’échantillonnage ont été localisés dans des paysages hétérogeénes caractérisés
par une alternance de blocks forestiers, de chaines de montagnes (Monts de cristal, Monts du
Chaillu), de fleuves et de larges savanes. Certains sites ont été choisis en fonction de leur
proximité aux sites refuges putatifs du quaternaire situés a proximité de la fagcade Atlantique
(Tableau N° 1). Les échantillons ont été géoréférencés avec un GPS de type Garmin GPS
navigator (eTrex Vista HCx) afin d’effectuer des analyses spatiales. Les feuilles et le
Cambium ont été collectés et directement conservés sur le terrain dans des sachets
hermétiques contenant des cristaux de silicagel
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Figurel :Distribution spatiale des différents sites d’échantillonnage des
populations prédéfinies de B. toxisperma entre le Gabon et le Cameroun. (a)
Localisation des sites échantillonnés en Afrique centrale et (b) Principaux sites
d’échantillonnage.
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Tableau N°1: Caractéristiques des populations prédéfinies de B. toxisperma entre le Gabon et
le Cameroun. N, Deffectif des individus, les coordonnées géographiques en dedrés
décimaux(d,d) et la superficie d’échantillonnage approximative a chaque site.

(*) échantillonnage le long d’une piste (distance en km), (+) proche et (++) tres proche de la
zone géographiquement.

Population N Pays Zone géographique Longitude Latitude Superficie
(d,d) (d,d) (km?)
. 13 Gabon Centre (+) 11.877 1.412 124.74
Bitam
N 8 Gabon Cétiere (++) 9.946 0.499 39.78*
toum
At *
Abanga 47 Gabon Coticre (+) 11.014 0.617 45
o 2 Gabon Cotiere (+) 10.240 0.701 4%
Lambaréné
66 Gabon Cotiere (+) 10.802 0.582 169.1
Miegué
134 Gabon Cotiere (+) 11.181 0.554 99.5
Mikongo
. 21 Gabon Continentale, Est (++) 12.531 0.464 14438.81
Ivindo
- 23 Gabon Continentale, Est (++) 13.098 -0.363 3826.66
Milolé
. 7 Gabon Centre (++) 11.559 -0.345 -
Lopé
9 Gabon Cétiere (++) 10.633 -2.338 57141.783
Nyanga
e 41 Gabon Continentale, Est (++) 13.895 -1.699 985.19
Ondili
28 Cameroun Cotiere (++) 9.280 5.419 16884.81
korup
22 Cameroun Coticre (+ +) 10.276 3.362 7965.51
Edea
o 9 Cameroun Centre 11.476 2.731 459.96
Sangmélima
Dia 87 Cameroun Continentale, Est (++) 13.290 3.190 49756.34
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Génotypage

Microsatellites nucléaires . L’ADN a été extrait des feuilles et du cambium suivant les
protocoles de Bousquet et al. (1990) et de Dolozel-Matab et al. (1989). Quinze marqueurs
microsatellites nucléaires ont été utilisés pour génotyper tous les individus collectés selon le
protocole de Ndiade-Bourobou et al. (2009). Sept des 15 loci soupgonnés de présenter des
alleles nuls ont été ¢liminés pour le calcul de I’indice de Fixation (F1s). Cependant, les 15 loci
ensemble ont été utilisés pour les autres analyses.

Microsatellites chloroplastiques. Sur treize marqueurs microsatellites universels testés, 12
ont amplifié de maniere spécifique B. foxisperma, mais seul trois d’entre eux Ccmpl, Ccmp3
et Ccmp4 (Weising & Gardner 1999) étaient polymorphes, et ont donc été retenus pour
génotyper tous les individus selon le protocole suivi par Ndiade-Bourobou et al. (2010) .
Pour les besoins des analyses, seuls les individus présentant un génotype aux trois loci ont été
utilisés. Au total, 517 individus ont été génotypés via les marqueurs microsatéllites nucléaires
contre 422 individus avec les marqueurs chloroplastiques.

Analyse des séquences du génome chloroplastique. Nous avons choisi de cibler treize
régions intergéniques et introniques du chloroplaste chez cinq individus prélevés a travers les
sites les plus ¢loignées de notre zone d’échantillonnage, pour I’étude du polymorphisme
SNP/indels. Les séquences universelles TrnS-trnG-trnG, rpl32-trnL, BD, BI1/B2, DT,
SFM, trnL, QS, nadl, trnK, SR, ndhA intron et 3’rps16-5’trnK, dont les tailles variaient de
649 a 1618 BP amplifiaient de maniere spécifique B. toxisperma et ont donc été retenues
pour I’étude.

Analyses génétiques avec les microsatellites nucléaires

Paramétres de diversité génétique. Nous avons estimé le nombre d’alleles par locus (Nayyc),
I’hétérozygotie attendue, HE,, (Nei 1978) et I’indice de fixation, Fis (Weir & Cockerham
1984) selon les méthodes implémentées dans GENETIX 4.03 (Belkhir et al. 2000). La
richesse allélique, Arnue (E1 Moussadik & Petit 1996), a été calculée a D'intérieur de chaque
population, indépendamment de la taille de 1’échantillon, selon la méthode implémentée dans
FSTAT version 2.9.3.2 (Goudet 1995). Nous avons test¢ la différence dans la diversité
génétique entre les populations et les groupes génétiques, sur la base de I’estimateur de la
richesse allélique (Arnuc) selon le test non paramétrique de Kruskal-Wallis implémenté dans
XLSTAT (Addinsoft 2010) .

Détection des changements démographiques. Le programme BOTTLENECK (Piry et
al.1999) a été utilisé pour détecter la signature d’un goulot d’étranglement ou d’une
expansion démographique récente sous I’hypothése d’une population de taille constante et a
I’équilibre mutation-dérive génétique, en utilisant la méthode décrite par Cornuet & Luikart
(1996). Nous avons choisi 'option du modele de mutation en deux phases (TPM) qui
représente un intermédiaire entre le modele de « mutation pas a pas » (SMM) et le modele
d’alléle infini (IAM), mieux adapté aux données microsatellites (Di Rienzo et al. 1994).
Nous avons choisi le modéle TPM composé de 90% de SMM et de 10% d’TAM (Luikart &
Cornuet 1998) tel que recommand¢ par Piry et al. (1999) pour les marqueurs microsatellites.
Le paramétre 72 qui mesure 1’écart entre la diversité observée (Ho) et la diversité théorique
attendue (HE) selon le nombre d’alleles (Na) observé, a été calculé. Le test de significativité
« Wilcoxon sign-rank test » (Luikart et al. 1997) » a été choisi pour sa robustesse.
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Estimation de la différenciation génétique, tests de I’isolement par la distance, de la
corrélation entre la richesse allélique et la latitude et la longitude, et du signal
phylogéographique. La différenciation génétique basée sur I’identité des alleles a été
calculée par la statistique Fsp (Weir & Cockerham 1984) selon la méthode implémentée dans
GENETIX 4.03. Le second indice Rst (Slatkin 1995, estimé selon Michalakis & Excoffier
1996) mesure la différenciation génétique sur la base de la taille des états alléliques, a été
testé selon la méthode proposée par SPAGEDI v1.2 (Hardy et al. 2002. Afin de déterminer
I’effet de la distance géographique sur la différenciation génétique due a 1’identité des alleles
(Fst) entre les paires de populations, nous avons utilisé le Test de Mantel implémenté dans
XLSTAT (Addinsoft 2010). Le coefficient de corrélation de Pearson (R) a été calculé et le test
de probabilité bilatéral (Ho : Obs < Exp) a ¢été estimé pour déterminer la significativité de la
corré¢lation. De la méme fagon, nous avons testé la corrélation entre 1’estimateur de richesse
allelique (Arnye) et la latitude /longitude, afin de déterminer respectivement, I’effet de la
distance a I’Equateur thermique et a la cote africaine Atlantique, sur la distribution de la
richesse allélique(A4rnyc) entre les populations de B. toxisperma.

Nous avons effectué le test du signal phylogéographique sur la base de données nucléaires en
appliquant la procédure décrite par (Hardy ef al. 2003) et mise en place dans le logiciel
SPAGEDI (Hardy & Vekemans 2002). Cette approche est basée sur la comparaison des
indices de différenciation Rsr et Fsr qui sont attendus égaux en absence de signal
phylogéographique et significativement différents dans le cas contraire. Le test de
significativité unilatéral a consisté a comparer le Rsr observé a la valeur du Rsr obtenue apres
10.000 permutations des tailles d’alleles (Hardy et al. 2003). Afin de mieux prendre en
compte I’effet de la mutation dans la taille des états alléliques, les alleéles ont été codés en
nombre de motifs répétés a chaque locus.

Détection des discontinuités génétiques par les méthodes d’assignation Bayésiennes.
Nous avons utilisé ’approche Bayésienne décrite dans le logiciel STRUCTURE v.2.3.1
(Pritchard et al. 2000) pour estimer le nombre k de groupes génétiques et assigner les
fractions du génome de chaque individu dans chaque groupe génétique, suivant la méthode
décrite par Pritchard et al. (2000). Le modele « Admixture » étant le mieux adapté a la mixité
génétique des populations naturelles d’arbres, nous avons donc choisi d’analyser nos données
a I’échelle individuelle, sans populations prédéfinies, sous ce model avec les options des «
fréquences alléliques corrélées » et « sans fréquences alléliques corrélées ». Nous avons lancé
10 répétitions pour chacun des k groupes génétiques assumés (2< k <6). L’analyse a été
effectuée avec 100 000 répétitions MCMC précédée de « chauffe » de 50 000 « burn-in
periods ». Le nombre le plus probable de groupes génétiques a été estimé selon la méthode
proposée par Evanno ef al. (2005). Nous avons également associé I’information de la position
spatiale des individus et du paramétre d’interaction spatial (y) entre les individus, aux
données génétiques multilocus pour la détection des structures génétiques spatiales au travers
de I’approche Bayésienne de regroupement spatial implémenté dans TESS 2.3.1 (Chen et
al.2007). Nous avons lancé TESS 2.3.1 avec le modele “Admixture” avec une période de
chauffe « burn in periods of sweeps » de 10.000, suivie de 50.000 itérations. 100 répétitions
indépendantes pour chacun des k populations assumées (2 <k < 6), associées a trois valeurs
d’interaction spatiale ont été testées: () = 0.6, 0.8 and 0.99. Le nombre de groupes
génétiques le plus probable a été¢ déterminé selon la méthode proposée par (Chen et al.2007).
Nous avons utilis¢ le logiciel CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson and Rosenberg, 2007) pour
uniformiser les résultats d’assignation du nombre k de groupes génétiques le plus probable,
détecté avec TESS 2.3.1, dans le but d’assigner correctement chaque individu a son groupe.
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Construction d’un arbre phylétique. La distance génétique entre paires de populations a été
analysée sur la base de la distribution des fréquences alléliques multilocus et en utilisant la
mesure de Cavalli-Sforza’s chord (Cavalli-Sforza and Edwards, 1967) implémentée dans le
programme GENDIST du logiciel PHYLIP 3.6, (Felsenstein 1993). L’arbre de distance
génétique a été construit en utilisant la méthode de Neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987)
en utilisant le programme NEIGHBOR implémenté dans PHYLIP. La robustesse de chaque
nceud a ¢ét€¢  évaluée par la méthode des bootstraps apres 1000 répétitions en utilisant le
programme SEQBOOT implémenté dans PHYLIP. L’arbre consensus a été obtenu a partir
des sorties de SEQBOOT, puis ¢élaboré¢ avec le programme CONSENSE en utilisant la
méthode du maximum de vraisemblance, retenant uniquement les clades répétés a plus de
50% (Margush & McMorris 1981). L’arbre consensus a été tracé par le logiciel TREEVIEW
(Page, 1996). Seuls les clades supportant 75% de bootstraps seront discutés.

Analyses génétiques des microsatellites chloroplastiques

Du fait de la nature non recombinante du génome chloroplastique, I’association de chaque
allele génotypé aux trois locus microsatellites a ¢€té considérée comme un haplotype
spécifique et traité comme un alléle a un locus. Toutes les analyses ont été effectuées en
considérant 13 haplotypes.

Les paramétres de diversité. Les parametres de diversité génétique ont été estimés pour
chaque site. L’indice de diversité génétique, Hcp, (Net 1987) et le nombre d’ haplotype, Nac,
ont été calculés selon la méthode proposée par ARLEQUIN version 2.0 (Schneider et al.
2000). La richesse allélique, Arc, (Petit et al. 1998) a été calculée indépendamment de
Ieffectif et suivant la méthode implémentée dans le programme CONTRIB v.1.02. La
comparaison de la richesse en haplotype (4rcp) entre les populations de B. foxisperma a été
effectuée selon la méme procédure que celle adoptée pour les marqueurs nucléaires. Sur la
base de ce dernier estimateur, nous avons choisi de comparer les populations entre elles, puis
de les comparer par groupes spatiaux en tenant compte de leurs zones de concentrations:
(1)les populations contionentales de I’Est, du Centre et de la cote et (ii) les populations de la
cote (y incluses les populations du Centre) et celles de I’Est.

Estimation de la différenciation génétique, tests de I’isolement par la distance et test du
signal phylogéographique. La différenciation génétique globale et par paires de populations
a été estimée avec le paramétre Gst (Pons & Petit 1996) qui mesure la différenciation
génétique en prenant uniquement en compte ’identité des haplotypes, a été calculé suivant la
procédure implémentée par SPAGEDI v1.2. L’effet de la distance géographique sur la
différenciation génétique due a I’identité des alleles entre les paires de populations a été testé
suivant la méme procédure que celle utilisée pour les marqueurs nucléaires. De la méme fagon
nous avons testé la corrélation entre la latitude/longitude, et la richesse en haplotype (Arcp).
Le test du signal phylogéographique a été réalisé en suivant la méme procédure que celle
utilisée pour les marqueurs microsatellites nucléaires et implémentée par SPAGEDI v1.2.
Pour tester I’impact de la mutation sur la différenciation génétique entre populations, le Nsr
(Pons & Petit 1996) qui mesure la distance génétique entre les haplotypes a été comparé au
Gsr apres 10 000 permutations.

Construction d’un cladogramme et d’un réseau haplotype. La construction du
cladogramme s’est faite sur la base de la distribution des fréquences des 13 haplotypes dans
chaque population, et selon la méme procédure que celle utilisée pour les microsatellites
nucléaires, a 1’aide du programme PHYLIP 3.6 (Felsenstein 1993). Le réseau phylogénique
entre les différents haplotypes a été construit en utilisant la méthode du « median—joining
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network » (Bandelt ef al. 1999) mise en oeuvre dans le programme NETWORK 4.600 (http://
fluxus-engineering.con/).

Analyse des séquences du génome chloroplastique. Nous avons choisi de cibler treize
régions intergéniques et introniques du chloroplaste chez cinq individus prélevés a travers les
populations les plus ¢loignées de notre site d’échantillonnage, pour I’étude du polymorphisme
SNP/indels. Les séquences universelles TrnS-trnG-trnG, rpl32-trnl, BD, BI1/B2, DT,
SFM, trnL, QS, nadl, trnK, SR, ndhA intron et 3’rps16-5’trnK dont les tailles variaient de
649 a 1618 BP amplifiaient de maniere spécifique B. toxisperma, et ont donc été retenues
pour I’é¢tude (Annexe VI). Les séquences obtenues pour chaque locus ont été traitées et
alignées par 1’algorithme Muscle v.3.8 (Edgard 2004) grace au logiciel CodonCode Aligner
version 3.0.3. Pour I’enracinement de I’arbre phylogénétique nous avons choisi comme
Outgroup une espece apparentée a B. foxisperma, ’arbre a Karité (Vitellaria paradoxa,
Sapotaceae).

Données bioclimatiques et la modélisation des niches écologiques. La modélisation des
niches écologiques (ENM — Ecological Niche Modelling) mise en ceuvre par le programme
DIVA-GIS version 7.2 (Hijmans et al., 2001), permet de prédire la distribution spatiale d'une
espece sur une base bioclimatique en utilisant l'algorithme BIOCLIM (Busby, 1991). A partir
des caractéristiques climatiques des sites échantillonnés pour une espeéce donnée, cet
algorithme calcule la distribution gaussienne théorique de chaque variable climatique prise en
compte. L’algorithme BIOCLIM compare ensuite les caractéristiques climatiques de chaque
cellule de la grille d’une couche géographique avec les distributions gaussienne des variables
déduites a partir des occurrences de 1’espece. Le programme, exécuté en mode BIOCLIM
"classique" (http://www.diva-gis.org/docs/DIVA-GISS manual.pdf), détermine pour chaque
cellule une probabilité d’occurrence théorique de I’espece, classée selon six types de zones:
"non favorable", lorsqu’au moins une variable climatique est a I'extérieur de l'enveloppe [0-
100 percentile]; de probabilité "excellente", lorsque la distribution de I’espéce se trouve au
sein de l'enveloppe [20-80 percentile] pour chaque variable; de probabilité "tres élevée" pour
l'enveloppe [10-90 percentile]; de probabilité "¢élevée" pour enveloppe de [5-95 percentile]; de
probabilité "moyenne", au sein de I'enveloppe de [2.5 & 97.5 centile], et les zones marginales
de "faible" d'aptitude, a toutes les variables qui sont aux limites de I'enveloppe de [0 a 100]
(c'est a dire entre 0 a 2.5% et de 97.5 & 100%). Considérant un seuil de 5% de pertinence,
nous n'avons pas inclus les zones marginales de "faible" aptitude. Nous avons utilisé les
données de présence de B. toxisperma dans 531 points d'échantillonnage. Nous avons
examiné 19 variables climatiques a des résolutions spatiales de 30 arc par secondes (environ 1
x 1 km): (1) la température moyenne annuelle ; (2) ’amplitude moyenne de température
journaliere ; (3) I’isothermalité ; (4) la saisonnalité des températures ; (5) la température
maximale du mois le plus chaud ; (6) la température minimale du mois le plus froid; (7)
I’amplitude thermique annuelle ; (8) la température moyenne du trimestre le plus humide ; (9)
la température moyenne du trimestre sec (10) ; la température moyenne du trimestre le plus
chaud (11); la température moyenne du trimestre le plus froid (12); les précipitations
annuelles (13) ; les précipitations du mois le plus humide ; (14) les précipitations du mois le
plus sec ; (15) la saisonnalité des précipitations ; (16) les précipitations du trimestre le plus
humide (17) les précipitations du trimestre le plus sec, (18) les précipitations du trimestre le
plus chaud ; et (19) les précipitations du trimestre le plus froid. Ainsi, les distributions
gaussiennes de ces variables ont été créées a partir des conditions climatiques actuelles (de
I’an 1950 a 2000) provenant de la base de données WorldClim (Hijmans et al. 2005), et ont
¢été projetées sur diverses couches climatiques selon (i) les données actuelles, (ii) du dernier
maximum glaciaire (~ 21.000 années BP), et de (iii) la derniére période interglaciaire (~
120.000 - 140.000 années BP). En utilisant les données sur le dernier maximum glaciaire
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provenant de la base de données PMIP2 (Paleoclimate Modelling Intercomparison Project
Phase II) sous le modele (CCSM3 — Commmunity Climate System Model) (Collins et al.
2006), nous illustrons le changement théorique de distribution de B. toxisperma au cours de
cette période de perturbations climatiques historique. Enfin, I'utilisation de la base de données
climatique de la derniére grande période interglaciaire, générée par Otto-Bliesner et al.
(2006), nous permet de décrire la distribution potentielle de cette espece avant le dernier
maximum glaciaire. La pertinence de la modélisation de la distribution de I’espéce a été
évaluée sous les conditions climatiques actuelles, en mesurant I’AUC (Area Under a relative
operating characteristic Curve) (Pearce & Ferrier 2000) par le logiciel DIVA-GIS (Hijmans
et al. 2001). L’ AUC est couramment utilisé pour évaluer les modeles de 'ENM, mesurant leur
capacité a distinguer les endroits ou I'espece est présente de ceux ou elle est absente (Hanley
& McNeil 1982). Un modele avec une AUC> 0,7 est considéré comme performant (Fielding
& Bell 1997).

3- Résultats

a-Marqueurs microsatellites nucléaires

Les parametres de diversité génétique. Les paramétres de diversité¢ génétique varient entre
les populations de Moabi de manicre relativement marquée pour le nombre d’alleéles Nay,. =
3.80 — 8.00, la richesse allélique selon Arnc= 3.04 — 4.71, et la diversité génétique selon
HE,= 0.42 - 0.60 (Tableau N°2). Cette variation peut s’expliquer en partie par I’effectif tres
variable entre les populations. Ceci étant pour les populations comprenant moins de 10
individus, les parameétres n’ont pas été estimés car trop imprécis. L’indice de fixation est
positif et significatif pour certaines populations de la forét cotiere atlantique et varie selon
Fis=0.08 —0.11 (P<0.05) (Tableau N°2). Le test de Kruskal-Wallis sur la différence due a la
richesse allélique (Arnuc) entre les populations, ne montre aucune différence significative entre
les populations de B. toxisperma (K= 10.44, P > 0.05).

Le test du scénario d’expansion démographique. L’estimation de 1’écart entre
I’hétérozygotie observée et I’hétérozygotie attendue (Tableau N°2) montre que les
populations localisées dans la zone coticre atlantique présentent un déficit significatif en
hétérozygotes (72 = -9.426 a -1.380 ; P < 0.05) alors que les populations continentales de
I’Est de la forét gabonaise, présentent un déficit en hétérozygotes non significatif (72 = -3.583
a - 2.581; P> 0.05). La détection d’un déficit en hétérozygotes dans les populations des
foréts coticres du Gabon et du Cameroun indique une expansion démographique récente.

La différenciation génétique entre les populations. La mesure de la différenciation
génétique globale due a I’identit¢é des alleles entre les populations est forte et
significativement différente de zéro, Fst = 0.131 (P < 0.001). Les valeurs par paires de
populations varient de Fst = - 0.002 (P > 0.05) (Dja vs Sangmélima) a Fst = 0.336 (P <
0.001) (Ondili vs Korup). La différenciation génétique globale mesurée sur la base de la taille
des alleles est deux fois plus importante avec Rsy = 0.258 (P < 0.01). Les valeurs de
différenciation par paires de population varient de Rsy = - 0.043; P > 0.05) (Dja vs
Sangmélima) a Rsr = 0.641 (P < 0.001) (Ondili vs Korup).
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Tableau N°2 : Estimations des parametres de diversité génétique et test du déficit en
hétérozygotes a travers les populations de B. foxisperma. N, le nombre d’individus, Nap,, le
nombre d’alleles, HE,,, la diversit¢ génétique et 1’écart type associé, estimés par le
Programme GENETIX 4.03, et Arnu(El Moussadik & Petit 1996), la richesse allélique
calculée avec FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet 2001). Le déficit en hétérozygote (72), et le test de
probabilité associ¢ (P) sont calculés via le Programme BOTTLENECK (Piry et al.1999).(*),
populations non selectionnées pour les estimations des parameétres de diversité du fait de leur
effectif limité.

Localite N Nanuc ARnuc HEnuc F[S Bottleneck
[ ecart-type] (Ho — He < 0)
2 (P)
Bitam 131 480 | 464 | 0601[0216] | 0.112% -
Ntoum* 8 - - ; i -
Abanga | Y7 | 680 | 452 | 0580[0.175] |-0.064Ns| 63720021
Lambaréné* 2 - - - - B
66 ~7.997 (0.013)
Miegué 733 | 466 | 0.579[0.148] | 0.085%*
13 - 9.426 (0.009)
Mikongo 4 8.00 4.34 0.556[0.191] 0.015NS
windo | 21| 487 | 410 | 054900172] |-0.127ns| 3983011
Milole | 23 | 407 | 345 | 0467[0226] |o0.047ns | " 2381(0319)
Lopé* 7 - - . ) -
9 -
Nyanga* - - - }
ondili | ' | 380 | 304 | 0420[0231] | 0.00INs | ~2646(0270)
28 - 4.292 (0.036)
korup 560 | 438 | 0.506[0267] | 0.111%*
Edea 221 533 | 459 | 0.551[0.283] |0.0498Ns | - 1380(0:033)
Sangmelima ? - - - _ -
Dja 871 780 | am 0.555[0.289] | 0.008Ns | - 6:932(0.00D)
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Détection des groupes génétiques selon I’algorithme Bayésien non spatial STRUCTURE.
L’analyse des résultats des probabilités d’assignation de STRUCTURE selon les modeles de
fréquences alléliques « corrélées » et « non corrélées » mettent en évidence un pic a k =3
groupes génétiques suivant la méthode proposée par Evanno ef al. (2005)(Figure N°2). Les
deux mode¢les alléliques détectent le méme nombre de groupes génétiques et les probabilités
d’assignation des individus a chacun des 3 groupes, sont globalement similaires. Les trois
groupes correspondent a trois zones géographiques bien distinctes : Un groupe au nord de
I’équateur englobant la quasi-totalité des individus du massif forestier du Cameroun (99.31%)
et deux groupes au sud de I’équateur a I’intérieur du massif forestier du Gabon. Ces groupes
séparent les individus localisés a I’intérieur des terres continentales, a I’Est, de ceux de la
zone cotiere atlantique, a 1’Ouest, du Gabon. Les groupes se caractérisent de la fagon
suivante : le premier groupe, celui du nord, présente une probabilité¢ d’adhésion moyenne des
individus au groupe de 89.72 % et dont I’éssentiel de 1’effectif est composé des individus du
Cameroun (92%) et de seulement 8% des individus issus de la forét cotiere gabonaise. Le
second groupe, celui des foréts continentales, a ’Est du Gabon, présente globalement une
probabilité d’adhésion moyenne des individus au groupe de 84% et, un effectif composé
majoritairement des individus issus des foréts continentales (60%) de I’Est du Gabon, et de
40% d’individus des foréts coticres. Le troisieme groupe, celui de la forét cotiere, a I’Ouest du
Gabon, présente une probabilité d’adhésion au groupe de 81.53%, et est composé en partie
des individus issus de la forét cotiere (92 %) et de seulement 8% des individus répartis entre
I’Est du Gabon et le Cameroun (Figure N°2). Sur I’ensemble des 517 individus assignés, seuls
8 individus présentaient des probabilités d’assignation inférieur a 50% de chaque partie de
leur génome a chacun des trois groupes. Ils n’ont été affecté a aucun des trois groupes.

K =2 groupes
| I\ )
1 | |
Gabon Cameroun
K=3 groupes
[ | J 4 Jy J
L | J
Est Cameroun
Ouest Gabon Gabon

génétique ancéstral.

Figure N°2. : Résultats des assignations individuelles de [’algorithme Bayésiens non spatial,
STRUCTURE v.2.3.1 (Pritchard et al. 2000). Chaque individu est représenté par une ligne
verticale. Plusieurs couleurs sur un méme individu désignent [’appartenance de certaines
parties de son génome a différentes populations ancéstrales. L’amplitude de chaque couleur
sur un méme individu, matérialise la probabilité d’assignation de chaque fraction de son
génome a chacun des groupes génétiques ancéstraux.Une méme couleur sur différents
individus indique qu’ils présentent une partie de leur génome assignée au méme groupe
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Détection des groupes génétiques selon I’algorithme Bayésien spatial, TESS. Selon la
valeur du paramétre d’interaction spatial appliquée ( v = 0.6, 0.8 et 0.99), le nombre k de
groupes génétiques détectés via le logiciel Bayésien Spatial TESS est resté constant a k = 3
(Figure N°3). Nous avons obtenu 3 regroupements spatiaux de nos individus qui
correspondent fortement a ceux détectés par STRUCTURE 2.3.1. (Tableau N°3). En effet les
3 groupes génétiques regroupaient majoritairement les individus dans leur zone géographique
d’échantillonnage (Figure N°3). Le nombre d’individus assigné (N) a chacun des groupes, le
coefficient d’adhésion moyen au groupe (P,) et le taux d’individus assignés au groupe (P):
varient selon les groupes : le premier groupe spatial, celui du Nord, englobe les individus du
massif forestier Camerounais (N=148 ; P, = 0.939 ; P%= 29.1%), le second groupe, celui
regroupant les individus des foréts continentales a ’Est du Gabon (N=110 ; P,= 0.853; P% =
21.6%) et enfin le troisieme groupe, celui regroupant ceux de la forét cotiere, a I’Ouest du
Gabon (N=251 ; P,= 0.792 ; P%=49.3%)(Tableau N°3).

Ainsi du fait de la similarité des résultats des deux modeles Bayésiens Spatial et non Spatial,
nous déduisons que les individus échantillonnés entre le Gabon et la Cameroun se répartissent
en trois grands groupes génétiques. Un premier groupe au Nord de I’équateur thermique
englobant la majorité des individus du massif forestier Camerounais et deux groupes au Sud
dont I'un regroupant les individus des foréts continentales de I’Est du Gabon, et I'autre a

I’Ouest du Gabon, qui regroupe les individus des foréts cotieres atlantiques (Figures
N°4.a&b).

<——— Cameroun ——> <

<— Est

Ouest
| e Gabon %
Gabon Gabon

k =2 groupes k= 3 groupes

¥=0.6,0.8,0.99 7=0.6,0.8,0.99

Chaque couleur représente un groupe génétique spatial constitué de cellules de Voronoi.

génétique.

Figure N°3 : Résultats des assignations spatiales de 1’algorithme Bayésien Spatial TESS
v.2.3.1 (Chen et al.2007) selon différentes valeurs d’interaction spatiale (¥) et pour
différentes valeurs de k. Les points noirs représentent la localisation spatiale des individus.

Les individus localisés dans des cellules de méme couleur, appartiennent au méme groupe
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Tableau N°3 . Résultats des probabilités d’assignations aux groupes génétiques, effectués via
les marqueurs microsatellites nucléaires par 1’algorithme Bayésien Spatial TESS 2.3.1 (Chen
et al.2007). Ci joints, N, leffectif des individus issus de chaque population assigné au
groupe, le coefficient d’adhésion individuel (probabilité d’assignation) moyen au groupe, et le
taux d’individus assignés au groupe pour chaque population.

Coeff. | Taux d’assi gnation
Groupe Population Pays Type de Forét N | d’adhésion (P%)
Nord(*) Korup* Cameroun Coticre 28 0.989 100
- Edea* Cameroun Cotiere 22 0.908 100
- Sangmelima* Cameroun Continentale 9 0.914 100
- Dja* Cameroun Continentale 86 0.945 98.8
- Bitam Gabon Continentale 2 0.604 25
- Miegué Gabon Cotiere 1 0.602 1.5
o 4Populations Cameroun Cotiere et Continentale | 148 0.939 29.1
Est-Gabon(*“) Lopé Gabon Continentale 2 0.717 28.6
- Bitam Gabon Continentale 4 0.789 30.7
- Milolé® Gabon Continentale 23 0.911 100
- Ivindo" Gabon Continentale 15 0.836 71.4
- Ondili® Gabon Continentale 41 0.972 100
- Abanga Gabon Cotiere 3 0.620 6.4
- Miegue Gabon Coticre 5 0.637 7.6
- Mikongo Gabon Coticre 15 0.620 11.2
- Ntoum Gabon Coticre 1 0.801 12.5
- Dja Cameroun Continentale 1 0.765 1.1
° 3pops Gabon Continentale 110 0.853 21.6
Ouest-Gabon(") Ntoum" Gabon Cotiere 7 0.925 87.5
- Nyanga" Gabon Cotiere 9 0.911 100
- Abanga’ Gabon Cotiere 44 0.934 80.9
- Miegue" Gabon Cotiere 59 0.810 89.4
- Mikongo" Gabon Cotiere 117 0.776 87.3
- Lambaréné” Gabon Coticre 2 0.827 100
- Bitam Gabon Continentale 4 0.607 30.7
- Ivindo Gabon Continentale 4 0.675 19.0
- Lopé Gabon Continentale 5 0.638 71.4
o 6pops Gabon Cétiére 251 0.792 49.3

Le signe (e) caractérise, les informations de chaque groupe génétique concernant, le nombre
de populations assigné au groupe, le nombre total d’individus affectés au groupe (), la
probabilité d’assignation moyenne au groupe, et le pourcentage d’individus assignés au

. . .. , . , . wA+ L, .
groupe sur I’ensemble des individus échantillonnés. Les signe (*7') caractérise les
populations assignées a un groupe génétique particulier sur la base des effectifs et des
probabilités d’assignations individuelles au groupe.
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Figure N°4.a.Représentation spatiale des assignations individuelles des individus de B.
toxisperma entre les trois groupes génétiques selon les résultats des probabilités
d’assignations individuelles obtenus via STRUCTURE v.2.3.1 (Pritchard et al. 2000).
Chaque individu est affect¢ au groupe pour lequel la probabilité d’assignation au dit
groupe est au moins égale a 50% (P > 0.5). Les groupes différent par la couleur et le
marqueur de point. Le trait rouge représente le groupe de ’Ouest du Gabon, la croix verte,
le groupe de I’Est du Gabon et les points bleu, le groupe du Nord de I’équateur, qui
englobe le massif forestier du Cameroun.
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Equateur

Thermique

Figure N°4b: Distribution spatiale des populations prédéfinies de B. toxisperma
entre les 3 groupes génétiques détectés a large échelle spatiale par les algorithmes
Bayésiens, STRUCTURE et TESS. Chaque puce représente une population de B.
toxisperma. Les groupes diffeérent par la forme des puces et par la couleur.

Un groupe au Nord de I’Equateur thermique, composé de 1’ensemble du massif
forestier ~du Cameroun (couleur rouge) et les deux groupes au Sud de I’équateur,
qui séparent le massif forestier du Gabon en deux : le groupe des foréts cotieres , a
I’Ouest (couleur rouge), et le groupe des foréts continentales, a I’Est(couleur verte).
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Analyses de la diversité génétique des groupes génétique détectés. Les parametres de la
diversité génétique varient peu entre les 3 groupes génétiques pour le nombre d’alleles Napy
= 6.70 - 9.87, la richesse allélique Arnue= 6.45 - 8.38, et la diversité génétique HE .= 0.476
- 0.580 (Tableau N°4). La richesse allélique Arn entre les groupes n’est pas
significativement différente (K= 2. 33, P > 0.05), signifiant que les trois groupes présentent un
niveau de diversité génétique équivalent.

Tableau N°4 : Parameétres de diversité des groupes génétiques. N, effectif, Nan,, le nombre
d’alleles et HE,,, la diversité génétique et I’écart type associé, estimés via le Programme
GENETIX 4.03 et Agrne (El Moussadik & Petit 1996), la richesse allélique estimée
indépendamment de I’effectif et calculée par FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet 2001).

Groupe N | Nane | Arnue | HEqe[écart type]
génétique
Nord 148 8.80 8.10 0.553 [0.239]

Est Gabon 110 | 6.70 6.45 0.476 [0.206]
Ouest Gabon | 251 9.87 8.38 0.580 [0.177]

Différenciation génétique et test du signal phylogéographique entre les populations et les
groupes. La mesure de la différenciation génétique due a I’identité des alleles est forte entre
les populations (Fsr = 0.131, P < 0.001). Le niveau de différenciation due a I’identité des
alleles entre les groupes est significatif et varie comme suit : groupe Nord vs groupe Est-
Gabon (Fsr = 0.234, P < 0.001), groupe Nord vs groupe Ouest-Gabon (Fsr = 0.119, P <
0.001) et groupes Ouest-Gabon vs Est-Gabon (Fsy= 0.068, P <0.001).

Un signal phylogéographique fort a été détecté entre les populations de B. foxisperma
(Rst=0.258 > Rgtp = 0.116, P <0.01). Le test du signal phylogéographique est significatif
entre le groupe du Nord de I’équateur du Cameroun et chacun des deux sous - groupes du Sud
de I’équateur situés au Gabon, selon : Nord vs Est-Gabon (Rst =0.431 > Rgrp = 0.256, P =
0.05) et Nord vs Ouest-Gabon (Rst = 0.273 > Rgrp = 0.090, P < 0.001). Aucun signal
phylogéographique n’est détecté entre les deux sous - groupes génétiques du Sud de
I’équateur du Gabon, avec Ouest-Gabon vs Est-Gabon (Rsr = 0.073 > Rgrp = 0.049, P >
0.05).

Sur la base de la mesure de la distance génétique entre les populations, nous avons pu
illustrer la différenciation entre les populations a travers un cladogramme (Figure N°5). Le
regroupement dans les clades correspond globalement a une séparation des populations du
Nord a celles du Sud de I’équateur thermique. Un premier clade regroupe les populations
situées au Nord de I’équateur (Dja, Sangmélima, Korup et Edea) (100% des bootstraps) et un
second clade a regroupé la majorité des populations situées au sud de I’équateur (81% des
bootstraps). A I'intérieur de ce dernier, deux sous-clades se distinguent bien, I’'un regroupe en
partie certaines populations de 1’Ouest du Gabon (Miégué, Mikongo, Abanga) (79% des
bootstraps) et ’autre regroupe toutes les populations de I’Est du Gabon (Lopé, Ivindo,
Ondili, Milolé) (99.7% des bootstraps) (Figure 5).

Le test de la corrélation entre la distance géographique et la différenciation génétique
due a I'identité des alléles entre les populations de B. foxisperma est trés significatif (R =
0.743, P < 0.001)(Figure N°6). Une relation forte entre la différenciation génétique due a
I’identité des alleles et la distance géographique est donc mise en évidence. Nous avons
¢galement mis en évidence une corrélation positive, faible mais significative entre la richesse
allélique (Arnye) et la latitude (R = 0.169, P = 0.038 < 0.05), et au contraire, une corrélation
négative et moins marquée avec la longitude(R = -0.16, P = 0.05). Ceci révele que la
distribution et le niveau de diversité génétique nucléaire chez B. toxisperma dépend
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faiblement de la position géographique des populations par rapport a 1’équateur et la cote

atlantique africaine.
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Figure N°5 : Cladogramme des distances génétiques mesurées via les marqueurs
microsatellites nucléaires entre les populations de B. toxisperma. L’arbre radial est construit

par le Programme TREEVIEW (Page 1996). La mesure de la distance génétique entre les

populations a été effectuée par la méthode de Cavalli-Sforza’s chord (Cavalli-Sforza &
Edwards 1967) implémentée dans PHYLIPS3.6, (Felsenstein 1993). La robustesse de chaque
nceud a été évaluée aprés 1000 bootstraps en utilisant le programme SEQBOOT. Les auréoles
caractérisent les clades répétés a plus de 75% et qui caractérisent une zone géographique
précise sur ’aire de répartition de B. toxisperma. La couleur bleu pour les population du Nord
de I’équateur thermique, du massif forestier du Cameroun, le rouge, toutes les populations des
foréts de I’Est du Gabon et enfin, le vert, la moiti¢é des populations des foréts de la zone

cotiere, a ’Ouest du Gabon.
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Figure N°6 : illustration de la relation entre la distance géographique et la
différentiation génétique due a I’identité des alleles entre les populations de B.
toxisperma, via les marqueurs microsatéllites nucléaires. Test de Mantel effectué
via le Programme XLSTAT 2010 (Addinsoft). la significativité du coefficient de
corré¢lation de Pearson ( R ) est établie par le test bilatéral ( Ho : Obs < Exp,(R =

0.743, P <0.001).
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b-Les Marqueurs microsatellites chloroplastiques

Les indices de diversité. La diversité génétique sur I’ensemble de 1’aire varie entre les
populations de B. toxisperma. En effet, le nombre d’haplotypes Na., = 13, varie de fagon
marquée entre les populations (Nac, = 3 — 10) compte tenu des effectifs déséquilibrés (M= 10 -
110) (Tableau N°5). De méme, la diversité génétique globale est H.,= 0.80 et varie selon
He,= 0.412 — 0.872. Malgré une absence d’influence de la taille de I’échantillon dans
I’estimation de la richesse allelique, la richesse haplotypique globale est Are, = 3.95 et varie
fortement entre les populations Are, = 1.62 - 5.03. L’analyse des différences sur la base de la
richesse en haplotype (4rep) entre les populations de B. toxisperma et entre les zones de
concentrations des populations de B. toxisperma ne montre pas de différences significatives
entre elles(respectivement, K= 10.00, K=4.89 et K=0.13, P >0.05).

Tableau N°5 : Parametres de diversité génétique entre les populations de B. toxisperma via les
marqueurs microsatellites chloroplastiques. N, D'effectif des population, Nac,, le nombre
d’haplotype, Hp, la diversité génétique et (SD), 'erreur standard associée. Agcp(Petit et
al.(1998), la richesse allélique en haplotype calculée indépendamment de I’effectif par
CONTRIB v.1.02.

Population N | Nag, | Arep Hepisp
Miégue 56 8 4.08 0.828 [0.021]
Mikongo 110 10 2.99 0.697 [0.032]
Abanga 37 6 3.08 0.713 [0.054]

Bitam 13 7 5.03 0.872 [0.067]
Nyanga 10 4 3.00 | 0.7330.12]
Ondili 31 3 1.81 0.624 [0.043]
Ntoum* 7 - - -
Lambaréné* 2 - - -
Ivindo 22 3 1.85 0.610 [0.071]
Milolé 22 4 2.87 0.766 [ 0.042]
Lopé** 2 - - -
Korup 16 3 1.62 0.542 [0.098]
Edea 17 3 1.69 0.412 [0.136 ]
Sangmelima* | 7 - - -
Dja 72 8 3.47 0.750 [0.035]
Global 422 13 3.95 0.799 [0.011]

(*) les populations non prises en compte dans les estimations des parameétres de la diversité
génétique du fait de leur effectif limité (N<7).(**), les populations non prise en compte du fait
de la non amplification des alleles aux loci considérés.
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Distribution spatiale des haplotypes. La projection spatiale des fréquences haplotypiques de
chaque population ne met en évidence aucune structure génétique spatiale marquée (Figure
N° 7). Des 13 haplotypes identifiés, trois (E, H, K) montrent des fréquences supérieures a
10% et, seuls les haplotypes H (31.28%) et K(26.07%) sont distribués dans toutes les
populations (Figure N°7). Huit haplotypes, C(1.8%), D(0.9%), E(8%), G(16.1%), H(25.9%),
J(27.7%) , K(8.9%) et L(10.7%) caractérisent les populations situées au Cameroun, au Nord
de I’Equateur thermique, tandis que 12 haplotypes A(6.1%), B (0.6%), C(0.3%), E (12.6%),
F (0.3%) , G (0.45%), H(33.2%) , 1(0.3%) , J(2.6%), K (32.3%), L(0.68%) et M (0.3%)
caractérisent celles représentées au Gabon, au Sud (Figure N° 7).

Différenciation génétique, test du signal phylogéographique et distance génétique. La
mesure de la différenciation génétique globale due a I’identité des alléles entre les populations
de B. toxisperma est significative (Gsy = 0.153; P < 0.001). En se basant sur les 3 groupes
définis par les marqueurs nucléaires, on détecte une différenciation génétique tres faible (Gsr
= 0.070; P < 0.001). Aucun signal phylogéographique n’a été détecté en considérant d’une
part ’ensemble des populations (Nst= 0.171, Gsr = 0.154, P > 0.05) et d’autre part les trois
groupes définis par les microsatellites nucléaires (Nst = 0.018, Gsr = 0.069, P > 0.05). Une
quasi absence de corrélation entre la distance géographique et la différenciation génétique due
a I’identité des haplotypes a été mise en évidence entre les populations (R = 0.170 ; P > 0.05)
(Figure N°8). De méme, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre la richesse
allélique (Rcp) et la latitude /longitude( respectivement, R=-0.155 et R=0.092, P > 0.05).

Le regroupement des populations en clades sur la base de la distribution des
fréquences des haplotypes entre les populations ne montre aucune structure génétique spatiale
marquée chez B. toxisperma (Figure N°9). La caractérisation du réseau phylogénétique entre
les différents haplotypes montre que ces derniers sont génétiquement distancés par des
mutations de un ou deux pas (Figure N°10), ce qui révele une homoplasie de taille entre les
haplotypes.

Alignement des séquences du génome chloroplastique. Le traitement des séquences apres
alignement par I’algorithme Muscle au logiciel CodonCode Aligner3.0.3 n’a pas pu mettre en
¢vidence de mutation ou de délétion de SNP’s spécifiques a ’ADN chloroplastique de B.
toxisperma sur toute la longueur des différentes séquences analysées. Pour les 13 couples
d’amorces représentant un total de 17000 paires de bases, aucun polymorphisme n’a été mis
en ¢vidence (Annexe N°2). Ce qui révele une grande conservation intraspécifique de ces
parties du génome chloroplastique chez B. foxisperma.

Modélisation des niches écologiques historiques et actuelles. La modélisation des niches
écologiques nous a permis d’illustrer le changement de I’aire de distribution géographique de
B. toxisperma au cours des périodes d’évolution climatique de la derniére ere interglaciaire
(LGI), du dernier maximum glaciaire (LGM) et a nos jours (Figure N°11). La modélisation
historique et contemporaine des aires favorables a B. foxisperma s’est révélée performante et
donc réaliste (AUC = 0.777, AUC > 0.7). Ainsi, durant le LGI, on note une aire de
distribution discontinue et restreinte aux zone littorales atlantiques du bassin guinéo-congolais
(Sud-Ouest Nigéria, Sud-Est Cameroun et Nord-Ouest Gabon). Durant le LGM, cette
discontinuité forestiére est maintenue entre ces 3 zones favorables, mais une expansion
foresticre se serait initiée depuis le littoral gabonais vers l'intérieur des terres (Figure
N°11.b). La modélisation des zones favorables actuelles montre que notre zone
d’échantillonnage est globalement favorable a B. foxisperma, méme si le massif forestier
central présente les zones les plus favorables comparé a la forét coticre atlantique et a
I’extrémité des limites continentales des terres, vers I’Est (Figure N°11.c).
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Figure N°7. Distribution spatiale de 13 haplotypes présents chez B. toxisperma entre les
populations situées au Cameroun et au Gabon. Chaque couleur représente un haplotype
particulier. Les tailles des parts du camembert sont proportionnelles aux fréquences
associées a chaque haplotype (a) au sein de la population considérée ou sur I’ensemble des
populations du Nord (b) et du Sud (c) de I’équateur thermique.
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Figure N°8: Illustration de la relation entre la distance géographique et la différenciation

génétique due a la I’identité des haplotypes entre les populations de B. toxisperma, via les
marqueurs microsatéllites chloroplastiques. Le Test de Mantel est effectué via le Programme
XLSTAT 2010(Addinsoft). la significativité du coefficient de corrélation de Pearson ( R) est
établie par le test bilatéral( Ho : Obs < Exp), (R=0.170 ; P> 0.05).
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Figure N°9 : Cladogramme des distances génétiques entre les populations de B.foxisperma ,
mis en ¢évidence via la distribution des fréquences des haplotypes. L’arbre radial est
construit par le programme TREVIEW(Page 1996). La mesure de la distance génétique
entre les populations de B. foxisperma est effectuée par la méthode de Cavalli-Sforza’s
chord (Cavalli-Sforza & Edwards 1967) implémentée dans le programme PHYLIPS3.6,
(Felsenstein 1993). La robustesse de chaque nceud a été évaluée apres 1000 bootstraps en
utilisant le programme SEQBOOT.
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Figure N°10: Réseau des liens phylogéniques entre les différents haplotypes, construit selon la méthode
du median—joining network (Bandelt ef al. 1999) implementée dans le programme NETWORK 4.600.
Les différences dans I’identité des haplotypes sont mises en évidence par la couleur des nodules et les
lettres qui leur sont assignées. Les différences dans la fréquence des haplotypes sont mises en évidence
par la taille des nodules. Les mutations d’un état haplotypique a un autre sont matérialisées sur les
branches du réseau par les annotations de couleur rouge.
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Figure N°11: Modélisation des niches écologiques de B. foxisperma durant trois périodes :
(a) lere interglaciaire (LGI = 140000 a 120000 BP), (b) le dernier maximum
glaciaire(LGM = 20 000 BP) et (c) I'aire de répartition actuelle (inclue la distribution
spatiale des individus récoltés de B. toxisperma). Les couleurs représentent les conditions
climatiques souhaitables pour 1’espece, qui varient du rouge (excéllent), au gris (moyen).
Les points représentent les sites d’échantillonnage des individus. Les enveloppes ont été
produites en utilisant les données climatiques du Worldclim/PMIPMII et le programme de
modélisation diva-gis.v.7.2 (Hijmans et al.2001).
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4- Discussion

Un niveau de diversité génétique nucléaire modéré et une diversité haplotypique forte.
La comparaison de I’estimateur de richesse allélique (Ar) via les marqueurs microsatellites
nucléaires (4r nuc) €t chloroplastiques (4rep)entre les populations de B. toxisperma montre que
le niveau de diversité génétique est homogene sur I’essentiel de son aire de répartition.
Comparé a des études similaires effectuées sur d’autres especes tropicales également
pollinisées par des animaux telles que Vitellaria paradoxa (Sapotaceae) (HE,. = 0.25 - 0.42 ;
Sanou et al. 2005) et Swietenia macrophylla, (meliaceae) (HE . = 0.78 — 0.81 ; Lemes et al.
2003), le niveau de diversité génétique nucléaire mesuré chez B. toxisperma (HEp,c = 0. 42 -
0.60) parait modéré. Par contre, le niveau de diversité chloroplastiques (.,= 0.41 — 0.87) est
d’un haut niveau, comparé a d’autres especes barochores, telles que V. Paradoxa (H.,~0.00 —
0.49 ; Fontaine et al. 2004) et Dalbergia monticola (Fabaceae) (H.,,=0.00 — 0.80;
Andrianoélina et al. 2005). La mise en évidence d’une tres faible corrélation entre la richesse
allélique et la latitude /longitude ne justifie pas de relation forte entre diversité et position
géographique d’une part, et ne confirme pas I’hypotheése selon laquelle, les conditions
climatiques océaniques ont une incidence forte et favorable sur le niveau et la distribution de
la diversité génétique nucléaire chez B. toxisperma d’autre part .

Le signal d’une expansion démographique entre les populations situées dans les foréts
cotieres du Cameroun et du Gabon. Le déficit en hétérozygotes (72 < 0, P < 0.05) mis en
évidence exclusivement dans les populations des foréts cotieres atlantiques suggeérent que les
populations des foréts cotieres du Gabon et du Cameroun ont subi une expansion
démographique récente. Les résultats de la modélisation des niches écologiques historiques de
B. toxisperma montre effectivement une expansion des foréts cotieres vers I’intérieur des
terres entre la derniére €re interglaciaire(LGI) et le dernier maximum glaciaire(LGM) (Figure
N°l11a.b). Différentes études paleo-climatiques et palynologiques montrent en effet que durant
les vagues de secheresse du pléistocene et de I’Holocene, les différentes phases d’expansion
forestiére auraient été initiées a partir des zones refuges du bassin guinéo-congolais. Pour bon
nombre d’auteurs, ces zones refuges auraient étre abritées sur certains sites de la fagade
atlantique du Cameroun et du Gabon (Aubreville 1967; Maley 1987; Sosef 1994 ; Sangen
2007). L’amélioration des conditions climatiques entre ces deux périodes de grande
secheresse (LGI et LGM) aurait probablement amorcé un épisode historique d’expansion
forestiére des populations de B. foxisperma, des foréts coticres vers I’intérieur des terres entre
140 000 a 20 000 BP.

La mise en évidence de trois groupes génétiques avec les marqueurs nucléaires en
relation avec les zones climatiques. Les mod¢les Bayésiens ont mis en évidence trois
groupes génétiques de B. toxisperma a travers I'aire étudiée, et cela sur la base des données
génotypiques et spatiales individuelles, sans a priori sur la provenance des individus. Le
premier groupe se situe au Nord de 1’équateur thermique (Longitude : 9.2°W — 14.5°W =
600Km ; latitude 2°N - 6°N = 500km) regroupant les individus distribués sur ’ensemble du
massif forestier du Cameroun. Deux autres groupes situ¢s au Sud, divisent le massif forestier
gabonais comme suit: d’une part les individus des foréts continentales de I’Est du Gabon (
Groupe Est Gabon : Longitude : 11.57°W — 14.03°W = 274Km ; latitude 1.62°N - 1.75°S =
375km) et d’autre part, les individus des foréts coticres atlantiques (Groupe Ouest Gabon :
Longitude : 9.65°W — 11.57°W = 213Km ; latitude 1.62°N - 1.75°S = 437km). Ces trois
ensembles distincts sur les plans génétique et spatial ont €galement été mis en évidence par
la mesure des écarts dans la distribution des fréquences alléliques entre les populations de B.
toxisperma (Figure N°5). La convergence de ces deux démarches supporte cette distribution
spatiale de la diversité génétique chez B. toxisperma sur ’essentiel de son aire de distribution.
La localisation géographique de ces trois groupes génétiques correspond a un découpage
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climatique de trois écozones englobant cette partie du bassin guinéo-Congolais. En effet, la
position de la zone d’inter-convergence thermique crée un décalage de 6 mois entre les
saisons et caractérise ainsi deux €cozones qui séparent les populations situées au Nord de
I’équateur thermique de celles du Sud. Par ailleurs, la variation dans la pluviométrie et dans la
durée et I’intensité de la saison séche distingue les foréts cotieres atlantiques qui représentent
les foréts les plus humides (pluviométrie annuelle moyenne~ 2000 a 3000mm/an) du bassin
guinéo-congolais et qui s’étendent sur prés de 200km entre la cote atlantique et I'intérieur des
terres, des foréts progressivement plus seéches (pluviométrie annuelle moyenne~ 1100 a
1700mm/an) et plus plates, formant la zone des foréts planitaires situées a I’intérieur des
terres jusqu’aux limites continentales du Cameroun et du Gabon (Carpe 2006 ; Figure N°12).
Cette derni¢re délimitation caractérise les deux unités génétiques situées au Sud de 1’équateur
thermique, dont la répartition spatiale des individus (Figure N° 4.a) colle bien avec la
délimitation climatique des foréts cotieres et planitaires (Carpe 2005 ; Figure N°13). En
complément, ’analyse du signal phylogéographique nous conduit a considérer deux grands
groupes: Un groupe au Nord de I’équateur thermique, regroupant toutes les populations du
Cameroun et un autre au Sud regroupant toutes les populations de la forét gabonaise. Ces
deux ensembles génétiques seraient différenciés aussi bien par 1’identité des alleles (Fst =
0.146 , P < 0.001) que par leur taille (Rst = 0.313 > Rstp = 0.115, P < 0.001) (résultats non
présentés). Au contraire des marqueurs nucléaires, la distribution des haplotypes n’a pas
permis de mettre en évidence une structure génétique spatiale marquée, ni un quelconque
signal phylogéographique, en considérant ’ensemble des populations de B.toxisperma ou en
se basant sur la configuration des groupes génétiques détectés par les marqueurs nucléaires.

Figure N°12. Distribution spatiale et caractéristiques des différents types de foréts
du bassin Guinéo-Congolais. Les foréts cotieres atlantiques (1) a I’Ouest, et les
foréts planitaires vers l’intérieur des terres (12), a I’Est, qui caractérisent les
différents types de foréts rencontrés dans les massifs du Gabon et du Cameroun.
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Figure N°13. Illustration du gradient de pluviométrie par zone en Afrique centrale (sources
: ESRI, Worldclim data, University of California, Berkeley, USA : Etats des foréts 2006).
Les foréts les plus humides(pluviométrie annuelle = 2000 a 3000mm) qui s’étendent le
long de la bande coétiere atlantique(couleur violet clair a foncé) sont représentées par les
foréts cotieres. Les foréts continentales plus séches (pluviométrie annuelle <1000 a
1700mm) sont les foréts planitaires, situées a I’intérieur des terres(Bleu clair a fonc¢).
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L’hypothése d’une divergence entre les deux grands groupes génétiques remontant au
pléistoceéne, provoquée par la fragmentation a large échelle et maintenue par I’isolement
dans la reproduction. Selon Hardy ef al. (2003), La détection du signal phylogéographique
entre les deux groupes génétiques situés de part et d’autre de I'lCTZ suggere (i) que I’effet de
la mutation sur la différenciation génétique entre unités génétiques n’est pas négligeable
comparé a I’effet de la dérive, et que (i) le modele de mutation par pas de motifs répétés
(SMM) contribue a la différenciation génétique a large échelle géographique a au moins un
locus microsatellite. En assumant un modele de « populations divergentes », ceci
impliquerait que le temps de divergence (1/¢) des unités génétiques considérées serait inférieur
ou ¢égal au taux de mutation aux loci microsatéllites considérés (1/¢ < p) (Hardy et al.2003).
Ainsi, en considérant d’une part, un taux de mutation, u=10" (1 mutation par pas de 1000
générations), et d’autre part, I’dge moyen de reproduction de B. toxisperma (d.b.h = 40cm -
70cm équivalent en age a = 100 - 220 ans) (Mapaga et al. 2002 ; White ef al. unpublished), le
temps de divergence entre ces deux groupes génétiques pourrait étre estimé au moins entre
100. 000 a 220. 000 BP. Ce qui nous ramenerait a supposer que les deux grands groupes
génétiques auraient probablement initi¢ leur séparation entre la dernieére période glaciaire de
Riss (240. 000BP a 180. 000 BP) et la derniére période interglaciaire (LGI) ( 140 000 a
120 000 BP).

Le temps de divergence des deux groupes génétiques du Nord et du Sud de 'ICTZ
pourrait donc remonter aux derniers cycles glaciaires du Pléistocéne. En effet, Les données de
modélisations (ENM) basées sur les données climatiques historiques du LGI, montrent que
des fragments de foréts isolés les uns des autres et situés sur la facade atlantique du Cameroun
et du Gabon auraient bien pu présenter des conditions climatiques favorables a B. toxisperma
(Figures N°11.a.b). Par ailleurs, des études scientifiques géologiques, biologiques et de
modélisations, menées ces 40 dernieres années sur les perturbations du LGI sur la forét
tropicale Africaine ont montré que bien que la forét du bassin guinéo-congolais avait été
réduite d’environ 74% de son couvert végétal actuel, en raisons d’importantes chutes de
températures et de précipitations (Maley 1997 ; Hamrick, 2004 ; Runge 2007 ; Anhuf et al.
2006. Runge, 2001 ; Thomas, 1994 ; Kadomura, 1998), des zones favorables mais isolées
géographiquement auraient existé a la méme période dans le bassin guineo-congolais, servant
de refuges a la forét tropicale humide d’ Afrique centrale (Aubreville 1967; Maley 1987; Sosef
1994 ; Sangen 2007). Ces refuges forestiers auraient été localisés sur la facade atlantique,
entre le Cameroun et le Gabon (Brenac 1988 ; Gartlan et al . 1986 ; Lanfranchi & Schwartz,
1990 ; Delégue et al.2001 ) et auraient effectivement présenté des conditions favorables a la
forét tropicale humide. Le marquage de quantités croissantes de fossiles polliniques de taxons
marqueurs de foréts denses humides et semi-décidues tels que les Sapotacées et les Myrtacées
(Elenga, 1992 ; Elenga et a/ . 1994 ; Shi & Dupont 1997) entre 22 170 et 6500 BP supportent
de la persistance de ces foréts denses humides durant le LGM.

Il semble donc probable que ces deux groupes génétiques de B. toxisperma aient
amorcé leur divergence au cours de la derniére ere interglaciaire et que la mise en place de
I’'ICTZ a sa position actuelle (2°N) durant le quaternaire (ORSTOM-UNESCO,1983 ; Shi et
al. 1997, 2000) aient maintenu cette divergence génétique en créant un décalage entre les
saisons entre les deux hémispheres, en dépit des récurrentes phases d’expansions forestieres
historiques qui auraient permi de reconnecter physiquement les refuges forestiers. En effet, il
semble probable que seul I’effet croisé d’un isolement géographique historique associé¢ a un
isolement dans la reproduction du fait d’un asynchronisme dans la période de floraison des
individus en fleurs de ces deux groupes génétiques, peut expliquer les différents niveaux de
divergence génétique mesurés via les marqueurs nucléaires entre des populations distribuées a
travers un massif forestier continu et pour une espéce présentant d’aussi grandes capacités de
dispersion que B. toxisperma [op = 9.8 km a 10.8 km ; Ndiade-Bourobou et al. 2010 ;
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Chap.V]. D’ailleurs, Hardy et a/.(2003) montrent qu’a large échelle spatiale, I’isolement par
la distance, ou les patrons de recolonisation a partir de différents refuges forestiers du
quaternaire pourraient contribuer a expliquer une différenciation génétique significative dans
la taille des all¢les entre des unités génétiques distinctes. De plus, plusieurs études ont montré
que I’isolement par la distance (Cascante et al.2002 ; Fuchs et al. 2003), ’asynchronisme
dans la floraison (Hall ez al. 1996) et le temps de divergence entre les populations (Loveless
& Hamrick, 1984) seraient des variables susceptibles d’engendrer une différenciation
génétique spatiale intra-spécifique marquée au sein des espéces d’arbres.

Les deux groupes génétiques séparant la forét gabonaise résulteraient d’une
fragmentation récente du massif forestier et d’un chevauchement dans leur phénologie.
Les deux structures génétiques détectées a I’intérieur du groupe du Sud de I’équateur
délimitent bien les foréts cotieres et les foréts planitaires du massif forestier gabonais (Figures
N°4.b & 12). Cette division biogéographique a été également observée chez d’autres especes
d’arbres du bassin guinéo-congolais, notamment chez M. excelsa (Dainou et al.2010), D.
benthamianus (Debout et al. (2010), et méme chez I’¢léphant de forét (loxodonta africana),
Johnson et al.(en préparation). Bien qu’aucun signal géographique n’ait été détecté entre ces
deux sous-structures génétiques, la convergence des résultats de ces différentes études atteste
de la signature d’une séparation biogéographique historique du massif forestier gabonais.
Selon Hardy et al. (2003), I’absence d’un signal phylogéographique implique que le temps de
divergence séparant les unités génétiques considérées est récent (1/t >> 107) ou encore que
les unités génétiques considérées sont géographiquement proches. La proximité géographique
de ces deux sous-groupes génétiques et la prise en compte des perturbations récentes sur la
forét gabonaise durant I’holocéne pourraient effectivement expliquer le faible niveau de
différenciation génétique (Fsr= 0.068, P <0.001) mesuré entre ces derniers.

La contribution a petite échelle de I’action de I’homme dans la fragmentation du
paysage forestier a travers le maintien des milieux ouverts n’a pas été sans effet sur la paysage
forestier gabonais actuel mais reste tout de méme trop récente et limitée (car peu de
population humaine malgré tout) pour influer de fagon marquée sur la structure génétique a
large échelle d’une espece présentant un temps de régénération aussi long que B. toxisperma
(100 a 220 ans). Les phases récurrentes de contractions et de transgression des foréts sur les
savanes suite a différents épisodes de sécheresse durant I’Holocene (3000 BP a 550 BP)
auraient affecté la composition floristique, la structure et la distribution géographique
actuelle des espéces de la forét tropicale humide en favorisant ’ouverture des milieux, la
prolifération des especes héliophiles, I’expansion de la savane dans les sites les plus humides,
et faisant disparaitre la forét des sites les plus secs(Vincens et al.1998 ;Delégue et al. 2001).
Des études plus récentes basées sur des relevés de datations au carbone isotope C'°, et des
enregistrements polliniques lacustres effectués a travers le territoire gabonais, ont pu
¢galement apporter des preuves d’une contraction progressive du couvert forestier gabonais
au profit des savanes du fait d’une décroissance drastique de la pluviométrie durant
I’Holocéne moyen (Ngomanda et al. 2005, 2007,2009). Il semble probable que des périodes
plus ou moins longues de sécheresse séveres auraient contribué a fragmenter le massif
forestier gabonais en ilots forestiers et de fait, favorisé leur isolement géographique durant des
périodes plus ou moins longues. Par ailleurs, sur la base d’études faites sur la flore gabonaise
et camerounaise, Hecketcsweiler(1992),Tutin & Fernandez (1993) et Mapongmetsem et
al.(1998) montrent que outre les facteurs endogenes agissant sur la phénologie, des facteurs
exogenes tels que le climat (température, pluviométrie, humidité, ect...) agissent sur la
phénologie des plantes. Des données climatiques mondiales montrent une variation climatique
li¢e a la pluviométrie entre ’extrémité des foréts cotieres gabonaises et celle des foréts
planitaires (Figure N° 13). Des relevés météorologiques récentes au Gabon (2004 — 2008)
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(Direction Générale des Statistiques du Gabon 2010) montrent des variances dans I’amplitude
des températures (T°c) de deux villes situées aux extrémité de ces deux types de foréts avec :
Libreville (Forét cotiere : T°= 24 - 29°c, T°moyenne = 27°¢) et Franceville (Forét planitaire :
T°=21 -30°, T°moyenne = 25°c).

L’ensemble de ces informations apportent bien la preuve de variations dans la
pluviométrie et les températures entre les foréts cotieres atlantiques et les foréts planitaires,
susceptibles de créer un léger décalage ou un chevauchement dans leur phénologie
d’ensemble. Ceci serait susceptible de restreindre les flux de pollen efficaces entre les
populations issus de ces deux types de foréts. Il semble fort probable que les deux structures
génétiques observées a travers le massif forestier gabonais résultent d’une part d’un isolement
géographique historique du a une fragmentation du massif forestier gabonais durant
I’Holoceéne moyen et d’autre part, d’un chevauchement dans la période de floraison entre les
individus des foréts cotieres et ceux des foréts planitaires, du fait de variations dans leurs
amplitudes thermiques et pluviométriques.

Une restriction du flux de pollen mais un flux des génes via les graines efficace. La
similarit¢ du niveau de différenciation génétique mesuré¢ par les marqueurs nucléaires et
chloroplastiques (Fstne = 0.114 = Ggrep = 0.153 P < 0.001) n’était pas attendu chez B.
toxisperma. En effet, les études théoriques montrent que le niveau de différenciation entre les
populations est attendu plus élevé pour les marqueurs d’hérédité monoparentale que ceux
d’origines biparentales (Birky ef al.1989; Petit et al. 1993; Ennos 1994) Par ailleurs, la mise
en ¢évidence du poids de la distance géographique sur la différenciation génétique chez B.
toxisperma n’a pu étre vérifiée qu’a travers les données nucléaires (Figure N° 6), et suggere
une restriction du flux des genes via le pollen entre les populations de B. foxisperma du fait de
la distance les séparant. En tenant compte des grandes capacités de dispersion du pollen (c,=
9.8 -10.8 km) comparé aux graines (65 = 4.0 — 6.3km) chez B .foxisperma (Ndiade-Bourobou
et al. 2010), I’observation a large échelle, d’un flux de geénes via les graines plus performant
que celui du pollen pourrait bien s’expliquer du fait d’une barriére écologique au flux du
pollen. En effet le décalage des saisons engendré par I'ICTZ provoque un asynchronisme dans
la floraison entre les populations du Nord et du Sud de 'ICTZ qui empéche la pollinisation
efficace entre les populations des deux hémispheres. Des études ont montré qu’au Nord de
I'ICTZ, au Cameroun par exemple, pour plusieurs espéces d’arbres, la floraison et la
fructification ont lieu de Mars a Juin (Bibani Mbarga et a. FORAFRI) alors qu’au Sud, au
Gabon, pour certains arbres, la fructification s’observe de Décembre a Février (Doucet 2003).

L’effet croisé de disséminateurs efficaces des graines a longues distances que sont
I’¢léphant et 'Homme (Debroux 1998 ; Blake 2002; Blanc et al. 2002; Momont 2007)
associ¢ a I’absence de barricres écologiques aux flux des graines a travers ’aire de répartition
de B. toxisperma, pourraient expliquer I’absence, a large échelle spatiale, d’une structure
génétique marquée et d’une relation d’isolement par la distance pour les marqueurs
microsatellites chloroplastiques. En effet, les patrons de dispersion des graines chez les
especes zoochores sont souvent liés aux patrons de migration de leurs principaux
disséminateurs (Vendramin et al. 2000 ; Dainou et al. 2010).

L’évidence d’une homoplasie de taille entre les marqueurs microsatéllites. Nous n’avons
pas détecté de signal phylogéographique entre les populations de B. foxisperma sur la base
des données haplotypiques. L homoplasie de taille mise en évidence par le réseau des liens
phylogéniques entre les haplotypes est attendue sous-estimer la distance génétique entre les
états alléliques, en cas d’un nombre de loci limité, d’un nombre de génération et d’un taux de
mutation ¢élevés (Navascués & Emmerson 2005). Il serait difficile d’inférer a ’homoplasie
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de taille, I’absence du signal phylogéographique détecté sur la base des données
haplotypiques, compte tenu du signal phylogéographique fort détecté chez B. toxisperma, via
les marqueurs nucléaires, connus présenter des vitesses de mutation (n = 10™ a 107 ; Hardy
et al. 2003) supérieures a celles des microsatéllites chloroplastiques. Au vu de cette analyse,
nous considérons que les résultats du test du signal phylogéographique mené via les
marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques chez B. foxisperma, sont
représentatifs du niveau de divergence génétique entre les populations situées sur 1’essentiel
de son aire de distribution. L’absence de détection du polymorphisme des nucléotides (SNP’s)
sur I’ensemble des treize séquences universelles du génome chloroplastique testées, suggere
une conservation intraspécifique remarquable de certaines parties du génome chloroplastiques
de B. toxisperma.

5- Conclusion et implication pour la conservation

Notre étude montre I’intérét d’associer plusieurs types de marqueurs (hérédité mono et
biparentale) pour comprendre les patrons de diversité et de structure génétique, et émettre des
hypothéses sur leur origine. Cette ¢tude montre également qu’outre l’isolement par la
distance, I’isolement par la reproduction du fait du climat, peut contribuer de maniére
significative a la divergence de populations d’arbres distribuées a travers un continuum. De
fagon plus générale elle souligne le fait que plusieurs facteurs tels que les évolutions
climatiques historiques, la relation entre climat et isolement de reproduction, et I’efficacité
des vecteurs de pollen et de graines, peuvent fortement marquer la trajectoire de la diversité
dans I’espace et dans le temps. Peu d’études de ce type sont disponibles en Afrique centrale,
notamment pour des espeéces qui présentent des individus adultes isolés et qui sont
représentées a tres faible densité. Notre étude apporte donc des éléments nouveaux et
complémentaires d’études trés récentes sur la dynamique de I’écosysteme forestier d’ Afrique
centrale.

Nos résultats apportent aussi des perspectives sur un plan pratique. La localisation spatiale des
zones « tres favorables » actuelles a B. toxisperma pourrait servir a orienter des choix
stratégiques pour les zones de conservation ou de réintroduction in situ. De plus, la
compréhension de la structure génétique, en relation avec les flux de geénes devraient aussi
aider a définir la taille des aires de conservation pour assurer un bon potentiel évolutif de la
population. De méme, la disposition de marqueurs moléculaires et les techniques mises au
point pourraient servir les bonnes pratiques commerciales et les mesures de gestion durable
des foréts. Nos résultats sont utilisables pour tracer 1’origine des bois, outils qui devient tout a
fait pertinent pour suivre 1’origine des grumes.
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Chapitre VII. Discussion générale : Synthése et Perspectives

La présente ¢étude a porté sur les patrons de la distribution de la diversité génétique chez B.
toxisperma, un arbre présent a faible densité et disséminé a travers trois zones climatiques de
la forét tropicale humide d’Afrique Centrale. Afin de mieux cerner dans sa globalité la
dynamique de la diversité génétique chez cette espece, nous avons intégré les parametres
spatiaux et temporels. Concernant le parametre spatial, deux échelles ont été examinées : une
¢échelle locale, entre les individus situés a I’intérieur des populations, et une échelle plus
large, entre les individus distribués sur 1’essentiel de I’aire de distribution de B. foxisperma.
Le paramétre temporel nous a emmené a examiner différentes générations d’arbres: les jeunes
plantules, les jeunes arbres et les arbres adultes. Sur la base des patrons de distribution de la
diversité génétique observés chez des espéces tropicales qui présentent des attributs
physiques, écologiques ou biologiques similaires a ceux de B. toxisperma, cinq hypothéses
scientifiques ont été posées concernant les patrons attendus chez B. toxisperma.

(1) Une diversité génétique forte a Il’intérieur des populations et faible entre les
populations pour les marqueurs nucléaires, et a I’inverse pour les marqueurs chloroplastiques,
une diversité¢ faible a I’intérieur des populations et forte entres les populations étaient
attendus.

(i1) Du fait de I’isolement spatial des adultes et de la faible densité, un régime de
reproduction mixte avec un taux d’autofécondation plus €élevé que ceux rencontrés chez la
plupart des especes tropicales était attendu chez cette espece monoique.

(i)  Du fait de sa faible densité, des flux de génes a longues distances via le pollen étaient
attendus chez B. toxisperma.

(iv) Du fait de ses fruits lourds et charnus, la présence d’une structure génétique
spatiale(SGS) de type familial expliquée par une restriction du flux des graines comparé a
celui du pollen, était attendue a I’intérieur des populations. Par ailleurs, du fait de son mode
de dispersion (entomophile et zoochore) et de sa faible densité, une SGS d’intensité faible
¢tait envisagée.

(v) A large échelle spatiale, connaissant 1’asynchronisme dans la floraison entre les
individus situés de part et d’autre de I'lCTZ, nous attendions la présence d’une structure
génétique séparant les populations de B. foxisperma situées de part et d’autre de 1’équateur
thermique résultant d’une rupture des flux des génes.

Le présent chapitre discutera d’une part des résultats obtenus par rapport aux hypothéses et
d’autre part, leur contribution d’un point de vue scientifique et leurs applications pour la
conservation et le management de B. toxisperma. Les améliorations et les perspectives qui
découlent de nos résultats seront développées au final.

1- Hypotheéses scientifiques et résultats de I’étude

Nous aborderons dans un premier temps les résultats obtenus au niveau individuel,
notamment la biologie de la reproduction et les flux de pollen qui concernent les hypothéses
(i1) et (iii). En second lieu nous traiterons des résultats concernant la structure génétique
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spatiale et les inférences des flux de geénes via le pollen et les graines a 1’échelle de la
population qui concernent I’hypothese (iv), et enfin la structure génétique spatiale a large
échelle qui répond aux hypotheses (i) et (v).

Hypotheses (ii) et (iii) : un taux d’autofertilisation faible en dépit de I’isolement des adultes
chez B. toxisperma. L’analyse de la structure génétique des zygotes chez B. toxisperma a mis
en évidence un régime de reproduction allogame prédominant (fn, = 98 %) et un taux
d’autofécondation réduit (1- 7, < 2,5%) comparé aux estimations enregistrées chez d’autres
arbres tropicaux. Ces résultats confirment bien la prédominance de I’allogamie chez les
especes tropicales (Murawski 1995; Loveless 2000; Dick ef al. 2008) mais ne vérifient pas
I’idée selon laquelle I’isolement critique des adultes chez les espéces monoiques favoriserait
le recours a l’autofertilisation (Latouche et al. 2004). L’absence d’un effet marqué de
I’isolement spatial des adultes, sur le taux d’autofécondation de B. toxispema pourrait
s’expliquer d’une part par des facteurs endogénes a la plante et d’autre part par des facteurs
exogeénes. La structure intraflorale bisexuée des fleurs de B. toxisperma aurait di favoriser
davantage d’éveénements d’autofécondation en présence d’une synchronisation dans Ia
maturité des organes sexuels. Seul des mécanismes endogenes et efficaces d’évitement de
I’autofécondation qui favorisent la fécondation des ovules par le pollen extérieur pourrait
justifier un taux aussi réduit d’autofécondation chez cette espéce monoique.
L’hermaphrodisme successif nommé dichogamie, qui consiste a [’évitement de
I’autofécondation du fait d’une alternance intraflorale dans la maturité des organes sexuels est
un phénomeéne fréquent chez les espéces tropicales (Bertin & Newman 1993) et pourrait bien
expliquer nos résultats s’il se fait a ’échelle de I’arbre. Cette dichogamie pourrait par
exemple se manifester par de la protandrie qui consiste en la maturation des anthéres avant
les stigmates de la méme fleur, comme observé chez bon nombre de plantes pollinisées par
les animaux (Wyatt 1983 ; Bertin & Newman 1993 ) et notamment chez certaines Sapotacées
telles que Chrysophyllum auratum Miq (Corrales et al. 1986) ou chez Argania spinosa.L
(Bellefontaine 2010). Une longue période de viabilit¢ du pollen comme observée chez
certaines plantes protandres favoriserait tout de méme quelques éveénements
d’autofécondation intrafloral (Bertin, 1993; Barrett, 2003) et pourrait par exemple contribuer
a expliquer les rares évenements d’autofécondation enregistrés chez B. foxisperma en la
supposant protandre. Par ailleurs, I’occurrence d’un systéme d’auto-incompatibilité pourrait
¢galement contribuer a expliquer un évitement de 1’autofécondation aussi éfficace que celui
observé chez B. toxisperma, compte tenu du faible taux d’autofécondation enregistré. La mise
en évidence d’un flux de pollen a longues distances [11.02km — 19km] chez B. foxisperma
confirme bien I’attendu d’une corrélation négative entre la densité des individus et le flux de
pollen dans les populations naturelles d’arbres (Cascante et al. 2002 ; White et al. 2002 ;
Dick et al. 2003). Des facteurs exogenes liés d’une part au transport a longues distances des
grains de pollen et a la qualité du nuage pollinique pourraient contribuer a expliquer la
prépondérance de 1’allogamie chez B. toxisperma. En effet, un assemblage de pollinisateurs a
différents niveaux de vols, engendrant ainsi une dispersion leptokurtique du pollen,
contribuerait au travers de rares événements de pollinisation a longues distances, a connecter
génétiquement les individus les plus isolés de la population. Ceci souligne le role majeur de la
chauve-souris, connue pollinisateur spécialiste des fleurs de Sapotaceae, dans la pollinisation
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efficace a longue distance chez B. foxisperma. Par ailleurs, il va sans dire que I’implication
des jeunes arbres dans la pollinisation efficace, contribuerait a davantage diversifier
génétiquement et densifier le nuage pollinique capté par les pieds-meres. En somme, la
dichogamie au travers de la protandrie réduirait 1’autofécondation chez B. foxisperma, alors
que le flux de pollen a longue distance, et les caractéristiques du nuage pollinique,
favoriseraient chez cette espece le maintien de la diversité génétique au travers de 1’allogamie
et d’une taille efficace large (Nb = 247 & 546 individus équivalente 2 546 a 1235 km” de
superficie forestiere)comme mis en évidence par les inférences des flux de genes (Chap.V.
Ndiade-Bourobou et al. 2010).

Hypotheses (iv) et (i) : des flux de génes via les graines important en dépit de fruits lourds et
charnus. La mise en évidence d’une structure génétique spatiale (SGS) d’intensité non
négligeable via les marqueurs chloroplastiques (Spe,= 0.015), et réduite via les marqueurs
microsatellites nucléaires (Spnuc= 0.003), suggere la mise en place au sein des populations de
B. toxisperma d’une SGS de type familiale composée en partie de famille de graines
apparentées. Ceci vérifie ’attendu d’une SGS engendrée par une restriction du flux des genes
via les graines, compar¢ au flux du pollen, a I’intérieur des populations d’arbres des espéces
tropicales( Lowe et al.2003;Vekemans & Hardy, 2004). Par ailleurs, les estimations des flux
des genes révelent de tres grandes capacités de dispersion des graines [6s = 4.03km — 6.3Km)]
et du pollen [6, = 9.8km — 10.8km] chez B. toxisperma. Ceci écarte I’hypothése d’une
dispersion limitée des arbres qui possedent des fruits lourds et charnus et qui sont dispersés
par les animaux (Hardy et al. 2006) comparés a ceux qui présentent des fruits peu pondéreux,
mais valide P’attendu d’une structure génétique spatiale a fine échelle de faible intensité,
comme attendue chez les especes pollinisées par les animaux et représentées a faible densité
(Dick et al.2008 ; Bizoux et al. 2009). Ce patron d’une large distribution de la diversité
génétique via les graines est davantage mis en exergue, a large échelle spatiale. En effet,
I’analyse du niveau de diversité et la mesure de la différenciation génétique entre les
populations de B. toxisperma a travers les marqueurs microsatellites chloroplastiques (H, =
0.80 ; Arep = 3.95, Gsrep = 0.153, P <0.001 ) et nucléaires (HEq = 0.60 ; Arnuc= 4.93 5 Fstnuc
=0.114, P < 0.001) révelent de prodigieuses capacités de dispersion de la diversité génétique
via les graines chez B. toxisperma. L’estimation de la différenciation génétique sur la base des
estimateurs de la variance entre les fréquences alléliques a I’intérieur et entre les populations
(Fst et Gsr) reflete d’égales capacités de dispersion entre les graines et le Pollen chez B.
toxisperma. Par contre, la mesure de la différenciation génétique sur la base de I’estimation du
nombre de migrants selon Slatkin & Barton (1989) pour les marqueurs nucléaires et
Hamilton & Miller (2002) pour les microsatellites chloroplastiques révele un flux des genes
via les graines 1, 5 fois plus important que le flux de pollen (Nmep,= 2.77 , Nmipye= 1.86, r =
Nmyuo/Nmep = 0.67) chez B. toxisperma. Les résultats obtenus a travers ces deux mesures
indirectes des flux des geénes n’étaient pas attendus et ne rejoignent pas les patrons
généralement rencontrés chez la plupart des espéces d’arbres. Ce qui rejette 1’hypothése
attendue d’une distribution plus large de la diversité génétique a travers le flux de pollen
(Lowe et al.2003 ; Kelly et al. 2004 ; Lira et al. 2003 ; Dick et al.2008). En effet, pour la
plupart des plantes des milieux tropicaux et tempérés, le flux de pollen constitue une part
importante des mouvements des génes (Ennos 1994). D’ailleurs plusieurs études soutiennent
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cette hypothese, en montrant des différences marquées entre le flux de pollen et celui des
graines. Par exemple chez une autre espéce entomophile, Dalbergia monticola (Andrianoelina
et al. 2006) (r = 16), et des différences davantage marquées du rapport de dispersion sont
enregistrées chez des especes anémophiles des milieux tempérés telles que Fagus silvatica (r
= 84) ou encore chez Quercus robur (r = 286) et Quercus petraea (r = 500) (King & Ferris
1998). Compte tenu des estimations du haut flux de pollen par les méthodes directes et
indirectes [0moy = 11km — 19km] et des larges délimitations spatiales de groupes génétiques
identifiés [Longitude = 213km a 600km ; latitude =~ 375 km a 500km], cette dispersion
prodigieuse des génes via les graines de B. toxisperma est probablement surestimée du fait d’
une restriction du flux de pollen occasionnée par la barriere a la reproduction que représente
I’ICTZ. L’absence de barrieres écologiques aux flux des graines sur 1’aire de répartition de B.
toxisperma associé a des disperseurs tres efficaces que sont I’homme et 1’éléphant, suffisent a
expliquer un flux des génes via les graines d’une rare performance.

Hypothese (v) : Deux grandes structures génétiques spatiales mises en place suite a un
isolement géographique historique et un isolement dans la reproduction. L’analyse de la
distribution génétique spatiale des individus de B. toxisperma a travers les différentes zones
climatiques de I’essentiel de son aire de répartition ont révélé un signal phylogéographique
fort (Rst = 0.313 > Rgrp = 0.115, P < 0.001) entre les individus situés de part et d’autre de
I’équateur thermique (ICTZ), pour les marqueurs nucléaires. La présence de ces deux
ensembles génétiques qui séparent les individus du massif forestier Camerounais, de ceux de
celui du Gabon, vérifie I’attendu d’une rupture du flux des genes via le pollen entre les
populations situées de part et d’autre de 'lCTZ, du fait d’un asynchronisme marqué dans
leurs périodes de floraison. Ce résultat vérifie I’attendu d’une différenciation génétique
occasionnée par un décalage dans la floraison entre les individus en fleurs d’une méme
espece (Hall et al. 1996). L’estimation du temps de divergence de ces deux structures
génétiques a permis de situer leur séparation aux environs de la derniére période interglaciaire
(LGI) (140 000 a 120 000 BP). Cette derniere observation, permet d’intégrer I’état de
fragmentation drastique de la forét tropicale humide durant la LGI et le dernier maximum
glaciaire, suite a des périodes de secheresse séveres (Maley 1997 ; Anhuf et al. 2006 ; Runge,
2001 ; Lanfranchi & Schwartz, 1990 ; Delégue et al.2001 ; Brenac 1988 ; Gartlan ef al.
1986). Ces informations montrent que bien plus qu’une différenciation génétique engendrée
par un décalage marqué entre leurs périodes de floraison respectives, un isolement
géographique marqué, durable et historique, entre les reliques forestieres du pléistocene,
pourrait avoir initi¢ la divergence entre ces deux structures. La mise en évidence de deux
structures génétiques qui séparent les foréts cotieres atlantiques des foréts planitaires
gabonaises n’était pas attendue, mais confirme bien de I’effet de I’isolement dans la
reproduction du fait du climat dans la divergence génétique des populations de B. toxisperma.
Ces observations apportent la preuve d’une répartition biogéographique de B. toxisperma au
niveau du bassin guinéo- Congolais en partie faconnée par le climat actuel et passé. Nos
résultats renforcent des patrons similaires observés chez d’autres especes d’arbres, notamment
chez Disthemonanthus benthamianus (Caesalpinioidae ; Debout et al. 2010) et Milicia
excelsa (Moraceae ; Dainou er al.2010) et étayent [I’hypothése d’une répartition
biogéographique des especes d’arbres du bassin guinéo-congolais.
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2- Contribution de I’étude sur la biologie des espéces d’abres et la biogéographie en
Afrique centrale

Les attributs €cologiques de notre modele biologique et le schéma expérimental choisi nous
ont permis d’analyser et de mesurer (i) I’effet de la densité sur la dispersion des génes, (ii)
I’effet de I’isolement spatial des adultes sur le régime de reproduction, et (iii) I’effet du climat
sur les patrons de distribution de la diversité génétique chez un arbre des milieux tropicaux
humides aux travers des marqueurs a hérédité monoparentale et biparentales.

L’estimation d’un flux de pollen efficace a longues distances chez B. toxisperma a confirmé
d’une part I’observation d’une corrélation négative entre le flux de pollen et la densité des
populations d’arbres, et d’autre part du réle majeur de la chauve-souris dans les flux de pollen
a longues distances dans la pollinisation zoophile chez les espéces tropicales.

Le haut flux des geénes estimé via les graines de B. foxisperma montre que les caractéristiques
morphologiques des fruits ne peuvent pas vraiment présenter une limitation aux flux des
genes. Nos résultats soulignent également le fait d’une adaptation du mécanisme de
dispersion et du disperseur a la morphologie de la propagule a disperser, et mettent en
évidence un flux des genes tributaire des capacités de mobilité du disperseur mais surtout de
son comportement. L’exemple de la chauve-souris qui se révele é&tre impliquée dans la
dissémination des graines généralement chez les especes qui présentent des fruits aux petites
graines, et qui devient pollinisateur chez celles qui présentent des fruits lourds et charnus. Par
ailleurs, les grands singes, connus pour étre capables d’effectuer de grandes distances en forét,
mais contribuent trés peu aux flux des graines a longues distances du fait qu’ils préferent
généralement consommer les fruits au pieds des arbres fructiféres, notamment chez
B.toxisperma.

L’hypothése d’une dichogamie rythmée par une protandrie pour expliquer le taux
d’autofécondation réduit enregistré chez B. foxisperma compte tenu de sa configuration
intraflorale bisexuée, montre qu’outre les systémes d’auto-incompatibilité présents chez bon
nombre d’espeéces monoiques, 1’évitement de 1’autofécondation peut se faire de maniere tres
efficace par la sélection d’un hermaphrodisme séquentiel et synchroné a I’échelle de I’arbre
chez les plantes.

L’analyse a large échelle, des patrons de la distribution de la diversité génétique chez B.
toxisperma montre qu’en dépit des capacités de dispersion prodigieuse du pollen, la
fragmentation drastique de I’habitat et I’asynchronisme dans la floraison entre les indivudus
en fleur représentent des barrieres efficaces au flux du pollen. La prise en compte des
variations climatiques de I’aire de répartition de B. foxisperma et des perturbations historiques
de grande envergure sur la forét tropicale humide africaine, a révélé une distribution spatiale
de la diversité génétique déterminée par les variations climatiques actuelles et passées sur sa
niche écologique. Ceci implique, d’une part, I'importance de la connaissance de la niche
¢cologique de D’espeéce et de la prise en compte de ses traits d’histoire de vie dans
I’explication des patrons observés dans les études d’écologie et de biologie évolutive. D’autre,
part nos résultats suggerent que bien plus que le mécanisme de dispersion et le comportement
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du médiateur des flux des genes, le climat est sans doute le facteur déterminant de la
distribution de la diversité génétique a large échelle chez les populations d’arbres.

La mesure des distances génétiques via la taille et ’identité des alleles au travers des deux
marqueurs microsatellites nous a également révélé un haut niveau d’homoplasie entre les états
alléliques présent chez B. toxisperma et cela, probablement du fait de la prédominance d’un
modéele de mutation de type « Stepwise Mutation Modele (SMM)». La convergence des
structures génétiques spatiales révélés via les microsatellites nucléaires chez B. toxisperma
avec d’autre especes d’arbres du bassin guinéo-congolais, montre qu’en dépit d’une forte
homoplasie de taille et d’un taux de mutation élevé (107 a 10™)les marqueurs microsatellites
d’hérédité biparentale se révelent de bons outils pour analyser I’'impact des évolutions
climatiques passées et actuelles dans la structure des foréts et sur I’hétérogénéité climatique
locale.

3- Contribution a la conservation et a I’aménagement des foréts de B. toxisperma
Dans le cadre des programmes de conservation et d’appui aux aménagements des foréts,
certains résultats de cette ¢tude peuvent étre exploités. Concernant la mise en place des
banques de ressources génétiques, I’analyse de la structure génétique spatiale a fine échelle a
révélé que chez B. foxisperma, les individus les plus proches présentent plusieurs genes en
communs. Ceci étant, les estimations des distances parents-descendants nous permettent de
proposer des plans d’échantillonnage a prendre en compte sur le terrain, lors des campagnes
de récolte : Concernant les familles des graines et sur la base des résultats des inférences de la
dispersion des propagules de reproduction chez B. toxisperma, un rayon minimum de 4 a
6km est a prendre en compte entre les individus pour les recoltes des familles de graines, alors
que pour les marqueurs nucléaires, un rayon de 11km a 19km est a considérer pour éviter de
récolter des individus trés proche génétiquement.

Par ailleurs, la représentation spatiale de la distribution des différents haplotypes peut servir
aux bases de données de tracabilité des bois dans le cadre de la distinction des grumes issues
de I’exploitation légale ou illégale notamment au Cameroun, ou B. toxisperma est encore
exploité. Par exemple, la prédominance des haplotypes G et J dans la forét du Dja, a
I’extrémité des foréts continentales du Cameroun, et des haplotypes H et K dans les foréts
cotieres peuvent servir a la localisation spatiale des provenances des grumes.

La mise en évidence de zones les plus favorables a B. foxisperma par des simulations sur la
base de données climatiques, renforcée par ’analyse de la diversité des haplotypes mettent en
évidence des zones prioritaires pour la conservation in situ et ex situ de 1’espéce. Ces zones
favorables pourraient par exemple, bénéficier du statut d’aire naturelle de conservation de
I’espeéce ou de zones prioritaires pour des plantations d’enrichissement a but commercial
(PFNL).

La forte hypotheése du role majeur de I’homme et de 1’éléphant dans la dissémination a longue
distance des familles des graines a travers 1’aire de répartition de B. toxisperma implique la
nécessité de davantage prendre en compte les habitants de la forét et la protection de
I’¢léphant dans les objectifs d’aménagements durables. Ceci passe notamment par la lutte
contre le braconnage et I’intégration des villages et des terres cultivées a I’intérieur des
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concessions forestieres. Par ailleurs, la mise en évidence d’une participation massive des gros
arbres [D.B.H=70 cm a 129.9 cm] dans la pollinisation efficace, comparée a celle des jeunes
arbres, suggere une inégalité dans la fécondité des males chez B. toxisperma. Bien que des
estimations plus précises demandent a conforter ces résultats préliminaires, ce résultat
pourrait amener a réfléchir sur la possibilité de reculer le diamétre minimum d’exploitation
(DME) autorisé chez B. toxisperma a 130 cm pour garantir le succes reproducteur chez cette
espece.

4- Limites de notre étude liées aux difficultés d’échantillonnage

La difficult¢ d’échantillonnage en forét mature tropicale humide et en conséquence,
I’imprécision de certaines données recueillies justifient ’absence d’études sur les arbres a
faible densité a I’hectare et disséminés, touchant les questions de génétique évolutive et de
mécanismes de maintien de la diversité génétique. La collaboration de concessionnaires
forestiers du Gabon et du Cameroun, de collaborateurs, d’autres équipes scientifiques et notre
implication sur le terrain a travers plusieurs campagnes de récolte en forét naturelle, nous ont
tout de méme permis de rassembler un échantillonnage exploitable, et de produire des
résultats de recherche treés informatifs sur les patrons de distribution de la diversité génétique
chez une espece rare.

Ceci étant, pour certaines analyses, notamment les assignations de paternité et 1’estimation
des flux des génes via les méthodes d’identité par descendance et d’isolement par la distance,
des manquements dans le schéma d’échantillonnage restent & combler pour confirmer nos
premiers résultats. En effet, un taux d’assignation faible des plantules (4 -16 %) aux peres
candidats, a reflét¢ un échantillonnage insuffisant des peres au voisinage des meres, peu
exhaustif et irrégulier compte tenu de I’é¢tendu de la concession foresticre. Le relief, les
difficultés d’acces et le faible niveau d’anthropisation de certaines zones ont limité nos
marges de manceuvres. Par ailleurs, la puissance statistique des méthodes d’inférences des
distances de dispersion du pollen sur la base du niveau d’apparentement entre les descendants
et les distances entre les pieds-meres, nécessite davantage de pieds-meres séparées par une
large gamme de distances interindividuelles pour préciser les estimations préalables du flux
de pollen. Nos missions de terrain étant pour des raisons de sécurité et de logistique,
tributaires de ’avancé des campagnes d’exploitation a I’intérieur des concessions forestieres,
des décalages entre notre arrivée sur le terrain et la période de fructification ne nous ont pas
permis de retrouver ni les fruits, ni les jeunes semis sous la couronne de bon nombre d’arbres
adultes, du fait de la forte prédation dont font 1’objet les fruits et les semis de B. toxisperma.
En dépit de légers biais liés a 1’échantillonnage, un échantillonnage exhaustif des descendants
sous la couronne des meres a néanmoins permis de produire des estimations réalistes sur le
régime de reproduction et sur les différents estimateurs de 1’identité par descendance a
I’intérieur et entre les familles de plantules.

Les analyses de structure génétique spatiale et de phylogéographie ont pu bénéficier d’un plan
d’échantillonnage adapté. Ainsi un échantillonnage d’une large gamme de distances entre les
individus avec une distribution spatiale des individus a travers les différentes zones
climatiques et les refuges putatifs du quaternaire, inclus a I’intérieur de I’aire de répartition
de B. toxisperma a été réalisé. De fait, les inférences de distances de dispersion des genes
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obtenus également via les méthodes d’apparentement sur les jeunes et les grands arbres ont pu
apporter des estimations réalistes et statistiquement robustes qui nous permettent d’évaluer
les capacités de dispersion de B. toxisperma. Au total, la complémentarit¢ des méthodes
d’analyses biostatistiques utilisées et les différents schémas expérimentaux choisis, nous ont
permis de tester nos hypothéses scientifiques, de proposer des patrons scientifiquement
cohérents, et de produire des informations intéressantes et utiles d’un point de vue écologique
et pour la gestion de la biodiversité.

5- Perspectives de recherche
Outre, la nécessité de renforcer les estimations du flux de pollen par une campagne
d’échantillonnage complémentaire, 1’hypothése du climat comme déterminant de la
distribution de la diversité génétique et 1’absence d’un effet marqué de I’isolement sur le
régime de reproduction de B. toxiperma, soulévent plusieurs questions et perspectives.

(1) Quel pourrait étre le seuil de densité ou d’isolement spatial des adultes a partir duquel on
observerait des effets déléteres sur le flux des geénes et sur le régime de reproduction ? La
premiere question pourrait étre abordée en mesurant le flux du pollen efficace et en
déterminant le taux d’autofécondation a travers des parcelles expérimentales qui présentent
une réduction graduelle de la densité et d’isolement des individus. Ceci pourrait se réaliser en
comparant des parcelles forestieres apres une exploitation ayant fortement diminué la densité
des arbres avec des parcelles intactes. La réponse a cette question pourrait servir a proposer
des regles d’exploitation pertinentes concernant 1’abattage des especes commerciales.

(i1) Quels pourraient étre les patrons de distribution de la diversité chez B. foxisperma, le long

d’un gradient de pluviométrie pour des caractéres de type adaptatif. Par exemple, la
morphologie des fruits, la variabilité des constituants chimiques des graines, la teneur en
acides gras, la dynamique de germination...etc. Ceci impliquerait un schéma expérimental
plus affiné et exhaustif qui engloberait des individus distribués le long d’un gradient
pluviométrique, notamment depuis DIextrémité des foréts coticres atlantiques jusqu’a
I’extrémité des foréts planitaires continentales. Cette derniére démarche s’inscrirait dans le
cadre d’un programme de recherche et de développement réaliste et ambitieux, lorsque 1’on
sait que les propriétés dermatologiques et relaxantes des huiles essentielles issues des espéces
de la famille des Sapotacées d’Afrique, présentent des propriétés cosmétiques et médicales
avérées.

(i) Des méthodes modernes et actuelles « Approximate Bayesian Computation (ABC) »
(Cornuet et al. 2008, 2010)qui permettent de tester les différents scénarios d’expansion
observés dans les populations d’arbres, pourraient étre également appliquées a notre base de
données. Ces méthodes nous permettraient de mieux comprendre les phénomenes
démographiques par des phénoménes d’expansion, voir de réduction des populations ou
méme de mélange. Les résultats qui découleront de ces méthodes pourront par exemple nous
renseigner de 1I’impact réel des variations climatiques sur la taille efficace des populations
d’arbres.
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(1v) On pourrait aussi envisager d’analyser la variation d’autres types de caracteres dont la
valeur adaptative n’est pas encore bien cernée mais dont I’intérét économique est évident : il
s’agit des propriétés physicochimiques du bois chez cette espece héliophile.

Il est a noter que les études abordant les caractéres quantitatifs nécessiteraient des dispositifs
d’analyse génétique, qui pour des espeéces qui présentent une croissance lente, sont toujours
difficiles (voire impossible) a mettre en place (durée de I’expérience, colit de mise en place et
de suivi). Pour pallier a ce type de difficultés ,on peut envisager de construire des expériences
de génétique quantitative en utilisant des marqueurs moléculaires en masse pour reconstruire
les pedigrees et les croiser aux caractéres phénotypiques d’intéréts (rendement en cellulose,
résistance mécanique , constituants chimiques des graines, ...)afin de mieux cerner les
mécanismes biologiques qui gouvernent 1’héritabilité des caracteéres de valeur adaptative et/ou
économique chez cet arbre (Bouvet et al. 2008). Les nouvelles technologies de biologie
moléculaires et plus particulierement de marquage moléculaire comme les DART (Diversity
Arrays Technology Pty Ltd (DArT P/L), Vashney et al. 2010) permettent de génotyper en
masse de nombreux individus et peuvent faciliter ce type d’approche pour des espeéces non
modeles.
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Résumé

Si les patrons d’expression de la diversité génétique des essences forestieres a distribution
grégaire des foréts tropicales humides ont fait I’objet de nombreuses études, les connaissances
sur les essences foresticres disséminées et représentées a tres faible densité a I’hectare (dites
rares) restent encore embryonnaires. Ces dernieres suivent elles les mémes patrons de
distribution de la diversité¢ génétique que celles déja investies? Quels facteurs biotiques et
abiotiques régissent 1’organisation spatiale et I’évolution de la diversité génétique chez ce
type d’espece ? Afin d’améliorer les connaissances sur la biologie des espéces rares, nous
nous proposons au travers de marqueurs microsatellites nucléaires(nuc) et
chloroplastiques(cp) (i) d’analyser le régime de reproduction chez une espeéce rare (ii)
d’évaluer sa capacité de dispersion des génes via les graines et le pollen , et enfin de(iii)
décrire I’organisation spatiale de la diversité génétique a fine et a large échelle. Nous avons
abordé ces questions avec Baillonella toxisperma (le Moabi), une essence commerciale dite
rare (1 adulte/15ha a 20 ha), a multi- usages, représentée a travers les différentes écozones du
bassin du Congo. Trois résultats majeurs découlent de nos travaux : (i) En dépit d’un
isolement prononcé des adultes, B. foxisperma présente un régime de reproduction allogame
prépondérant (¢, = 98%) avec un taux réduit d’autofécondation (1 - #, < 3%),ce dernier
probablement favorisé par la protandrie et I’occurrence d’un systéme d’auto-incompatibilité.
(i) Comme attendu dans le cas d’arbres disséminés, I’intensité de sa structure génétique
spatiale a fine échelle est faible (Spnue = 0.003 ; Spe, = 0.015) et refléte bien les flux de genes
a longues distances mesurés via le pollen [6, = 9.8 km a 10.8 km] et les graines [6s=4.0 km a
6.3 km] favorisés par les disperseurs efficaces que sont la chauve-souris, I’éléphant et
I’homme. A large échelle spatiale, un signal phylogéographique a été uniquement détecté
entre les individus situés de part et d’autre de 1’équateur thermique(ICTZ), notamment entre
ceux du massif forestier Camerounais et celui du Gabon (Rst = 0.313 > Rstp = 0.115, P <
0.001). Deux sous-groupes, situés dans la forét gabonaise, et qui séparent les individus des
foréts cotieres atlantiques, a I’Ouest, de ceux des foréts continentales, a I’Est, ont également
¢été détectés. Ces derniers présentent une différenciation génétique modérée (Fst = 0.068, P <
0.001). La divergence génétique entre ces trois groupes pourrait s’expliquer par un isolement
géographique qui remonterait aux perturbations climatiques du pléistocéne et de I’Holocene
sur la forét tropicale humide africaine, qui serait encore aujourd’hui maintenu par un
isolement dans la reproduction du fait d’un asynchronisme dans la période de floraison entre
leurs individus. La mise en évidence de ces trois groupes génétiques suggere une répartition
biogéographique de B. toxisperma dans le bassin guinéo- Congolais, en partie fagonnée par le
climat actuel et passé. Nos conclusions peuvent servir d’outils d’aide a la décision pour les
programmes de conservation et d’aménagement durable de la biodiversité en Afrique centrale.

Mots clés : B. toxisperma - Espéce rare - Forét tropicale humide- Bassin guinéo- Congolais -
Marqueurs microsatellites - Allogamie - Flux des genes a longues distances - Répartition
biogéographique - Isolement géographique historique - Asynchronisme de floraison — Climat-
Conservation et aménagement durable.
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Abstract

If genetic diversity patterns of gregarious rainforest forest trees are well known, few
knowledges are available about low density tree species. Does those last one follow the same
genetic distribution pattern? Which biotic and abiotic factors underline the spatial structure
and evolution of the genetic diversity of such species? In order to improve the knowledge of
the biology of such species, we have propose through nuclear microsatellite(nuc) and
chlorosplastic (cp) markers to (i) analyse the reproductive system of a low density tree
species, (i1) assess its dispersal capacity through seeds and pollen, and finally to (iii) describe
the spatial genetic structure at a fine and large scale. We have addressed those questions with
Baillonella toxisperma Pierre (commonly named Moabi), a commercial tree of many uses,
known to be rare (1 ind/15ha a 20 ha) and distributed through different ecologicals areas of
Congo basin. Three main results rise from our study: (i) Despite a strong isolation of the
adults, B. foxisperma has a dominant allogamous reproductive system (#m =~ 98%) with a
reduce rate of self-pollination (1- #,< 3%) which is probably due to occurrence of protandry.
(i1) As expected in the case of low density trees, the spatial statistic (Sp) of the fine spatial
genetic structure is very low [Spuuc = 0.003 ; Spe, = 0.015]. Those reflected a very high gene
flow mediated through pollen [c, = 9.8 km a 10.8 km] and seeds [os = 4.0 km a 6.3 km], that
probably mediated by efficient dispersal vectors like bats, human and elephant. At a large
scale, a phylogenetic signal has been detected between individuals located in both side of the
thermic equator, mainly between those from the block forest of Cameroon and Gabon [Rst =
0.313 > Rgtp = 0.115, P < 0.001]. Two discretes genetics units from the Gabon block forest
which separate individuals of the West coastal forests from the lowland forest ones (in the
inland) have also been detected and showed a moderate genetic differentiation [Fst = 0.068, P
< 0.001]. The genetic differentiation between these three units could be explained by a
geographical isolation during past climatic disturbances in the African rainforest, occurred in
the Pleistocene and Holocene, and which will be still maintained up to date by a reproductive
isolation caused by flowering asynchrony periods among individuals. The occurrence of these
three genetic units suggests a biogeographical repartition of B. foxisperma in the Congo basin
that is mainly due to the past and current climate. Our conclusions may lead to implement

conservation strategies and sustainable management programm for biodiversity in Central
Africa.

Keywords: B. toxisperma — Low density tree species — Rainforest — Congo basin —
Microsatellites markers — allogamous - high gene flow — biogeographical distribution —
historical geographic isolation- Climate — Conservation and management.



Annexe I : Interspécificité et structure étagée des foréts tropicales humides d’Afrique
centrale
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(a) La structure complexe des  foréts tropicales: Plusieurs especes
différentes par unité de surface et les différentes strates sont bien
séparées.

Source : Jardin Botanique de Belgique :www.jardinbotanique.be

(b) Paysage forestier en forét primaire dans la CFAD du Haut- Abanga au

Gabon : Source : Ndiade- Bourobou. D :




Annexe II : Forét marécageuse, hydromorphe du Haut -Abanga

Forét innondée, marécageuse dans le Haut- Abanga.

Source : Ndiade Bourobou. D




Annexe III : Putatifs sites refuges du quaternaire en Afrique
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Carte des refuges des foréts denses Humides durant le LGM supérieur (20 000 a 15 000 BP).

Refuges

Source : Jean Maley




Annexe IV. Paysages forestiers Gabonais : Mosaique forét Savane des forét cotiéres
atlantiques du Gabon

Paysages forestiers du Gabon : (a) Forét dense coti¢re atlantique : Parc National
d’Akanda (Estuaire)

et (b) Mosaique forét- Savane de la forét coticre atlantique en bordure d’Océan : Parc
National de Loango (Ogooué maritime)




Annexe V : Exploitation Forestiere au Gabon

Site d’exploitation Forestiére dans la CFAD du Haut-Abanga au Gabon
Source : Ndiade- Bourobou. D
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Annexe VI. Mise en évidence de ’absence de polymorphisme de quelque séquences
chloroplastiques universelles chez B. toxisperma.

Tableau . Liste des 13 Séquences Chloroplastiques universelles amplifiant de manicre
spécifique B. toxisperma.

tailles tailles
Séquences Amorces attendues | *Observées

TrnS-trnG-trnG TrnG/trnS 1472 1500
rpl32-trnL TrnL/rpl32-F 649 1200
BD BDR/BDF 1618 1600
B1/B2 PSBBR/PSBB 1512 1500
DT TrnTr/trnD 1213 1200

SFM TrnFMr/trnS 1254 1200
trnL trnL1/trnL.2 500

QS trnQ/trnS 1303 1300

nadl (nadlexB)F/(nadlexC)r 1500
trnK MatK/trnK2r 500

SR SRF/SRR 1814 2000
ndhA intron NdhAx1/ndhAx2 1148 1200
3’rps16-5’trnK rpS16x2F2/trnK 649 900

(*les tailles observées pour chacune des séquences sur gel d’agarosel,5%).(Johnson &
Soltis, 1994) (Demesure et al., 1995), (Dumolin-Lapegue et al., 1997), (Grivet et al., 2001),
(Taberlet et al., 1991), (Shaw et al., 2005)

Figure . Mise en évidence du monomorphisme nucléotidique chez B. foxisperma pour la
séquence chloroplastique BD (amorces BDR/BDF) sur quelques individus.




