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RESUME

Afin de comprendre la structuration de la diversigs foréts africaines et de tester la validité
des refuges forestiers proposés sur base des épad@sologiques, une délimitation des
especes a été entreprise au sein du gkfilieia (Moraceae), endémique a I'Afrique. Elle
consiste en une étude de phylogénie moléculanle phylogéographie réalisée en se basant sur
des marqueurs chloroplastiqueenC-ycf6 et psbA-trnH) et nucléaire At103). Les données
reposent sur 172 individus (dont 33 individusMieregiaet 139 deM. excelsy répartis en 33
populations, provenant de 11 pays d’Afrique de B&et Centrale qui ont été étudiés. 16 sites
polymorphes ont été identifiés pour 15 haplotypescda concaténation des deux marqueurs
chloroplastiques, contre 15 sites polymorphes d@uhaplotypes avec le gene nucléaire. Sur
base des marqueurs chloroplastiqdsexcelsad’Afrique de I'Ouest s’avére plus proche de
M. regiaqu’elle ne I'est dedl. excelsaoriginaires d’Afrique Centrale. Tandis qu'aveqgiene
nucléaire, les deux especes sont relativement bkigparées.M. regia et M. excelsa
appartiennent chacun a des haplotypes bien distigetelque soit le type de marqueur. La
différenciation entre populations #& regia est moins importante que la différenciation entre
populations deM. excelsa Ces résultats dénotent d’'une forte structuragiénétique deM.
excelsaentre I'Afrique de I'Ouest et I'Afrique Centraldes haplotypes majoritaires et
endémiques ont été identifiées dans les différermenes géographiques. Les centres
d’endémisme associés semblent étre apparentésefuges forestiers sur la base d'études
palynologiques et phytogéographiques diversegppdsé des haplotypes Ne excelsasitué

dans le Dahomey-Gap et du Nigéria, dont I'origiagaji incertaine.
Mots clefs :haplotypesM. excelsaM. regia, phylogénie moléculaire, phylogéographie, struatfan génétique.

ABSTRACT

In order to understand the structuring of diversityAfrican forests and to test the validity of
the proposed forest refuges based on palynologiudies, species delimitation was undertaken
within the endemic genudilicia (Moraceae) in Africa. To this end, molecular plggay and
phylogeography were undertaken using choloroplasC{ycf6 andpsbA-trnH) and nuclear
markers Atl03). Data are based on 172 specimens (33 indididoam M. regia and 139
individuals fromM. excelsa)distributed in33 populations from 11 countries of Central and
West Africa. Sequences resulting from the concdt@maof both chloroplastic markers
contained 16 polymorphic sites forming 15 haplosypéhile 16 haplotypes resulted from the
15 polymorphic sites detected in the nuclear gérethe basis of choloroplastic marke,
excelsafrom West Africa was closer tM. regia than M. excelsafrom Central Africa. But
using nuclear gene, both species were distictregia and M. excelsabelong each other to
distinct haplotypes regardless all type of markaifferentiation between populations .
regiais less important than the one between tho$é. @xcela This is an indication of a strong
genetic structure oM. excelsabetween West and Central Africa. Important andeemd
haplotypes were identified in different locatioiifiese endemism centres seem to be related to
forest refuges suggested by palynologic and phygggghic studies except haplotypeshvhf
excelsaoriginated from Dahomey-Gap and Nigeria (of whiclgim seems uncertain)

Keys words: haplotype M. excelsaM. regia molecular phylogenetic, phylogeograpbgnetic structuring.
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1- INTRODUCTION
Les foréts denses humides africaines couvrent uperficie voisine de 170.000.000 ha

(Doucet, 2005 ; de Wasseige al 2019). Localisées dans le centre d’endémisme Guinéo-
Congolais, elles se répartissent en trois sougeenie Haut-Guinéen, le Bas-Guinéen et le
bloc Congolais \(Vhite 1979, 1988 Le Haut-Guinéen et le Bas-Guinéen sont séppaés
I'intervalle de Dahomey (Dahomey-Gap) comportardeasiellement des savanes. Le fleuve
Congo sépare le Bas-Guinéen du bloc Congolais.

Totalisant environ 160 000 000 ha, les foréts densumides d’Afrique Centrale
constituent le second massif continu, en termeudaces, apres le Bassin AmazoniBoycet,
2005 ; de Wasseiget al. 2019. Les estimations les plus récentds (Wasseiget al 2012 y
font état d'un taux de déforestation moyen de 0,8%.taux est largement inférieur a celui
prévalant en Afrique de I'Ouest ou les foréts dense couvrent plus que 10 000 000 ha
environ. Les principales causes de cette déforestabnt I'agriculture extensive et intensive,
I'exploitation miniere et 'expansion urbaindg( Wasseiget al 2019. Ces perturbations, en
entrainant la réduction de la superficie des fontevoqueront une importante érosion de la
biodiversité suivie d'une libération des stocks sidérable de carbone. Par ailleurs, les
changements climatiques actuels peuvent amplifeerppénoméne et se traduire par une
régression forestiere comparable a celle survehyeda 3000 ans. Dans ce contexte, la
compréhension de linfluence des changements dlijmed passés (particulierement au
Quaternaire) sur I'histoire évolutive de la biodsi&, pourrait contribuer a la prédiction de son
évolution future.

Le Quaternaire, désigne la période géologiquelda pécente. Elle est subdivisée en
deux époques : le Pléistocene (entre 1,87 millidasnées et 10 000 ans BP) et I'Holocene (de
10000 ans BP a nos jours). Cette période est téaise par des cycles glaciaires et
interglaciaires (alternances de périodes froidedeepériodes plus chaudes). Ces alternances
ont induit des phases de contraction (périodesiajias) et d’expansion (périodes inter-
glaciaires) des foréts tropicales humides africdMaley 1991; Maley 1996; Lezine 2007.
Ainsi, la fragmentation induite par les changemetitaatiques passés des aires de distribution
des espéces (c’est-a-dire les foréts), semble guadr un rble prépondérant dans la répartition
de la diversité génétiqgue des taxons (théorie degyes -Maley 1996 qui attribue un role
majeur aux zones de stabilité environnementalejtillsation d’approches de génétique, telle
que la phylogéographie, devrait permettre de testte hypothése. En effet les événements

démographiques induits par les changements clioegigiu passé ont laissé des signatures au



niveau des génomes des especes. Ces signhaturenpétre mises en évidence via l'utilisation
de marqueurs moléculair@etitet al 2003; Taberletet al 199§. Il est dona priori possible
de reconstruire rétrospectivement I'action des gharents climatiques passés sur I'histoire
évolutive des especes.

De telles études nécessitent toutefois une déliioit claire du taxon étudié, afin de ne
pas confondre [histoire évolutive de différentespezes sceurs. Or, [lidentification
morphologique de certains complexes d'especes#iegi est souvent problématique. Elle I'est
d’autant plus pour les arbres tropicaux dont lesir sont difficilement accessibles. Cette
difficulté est renforcée lorsqu’il s’agit d’espeagant divergé réecemmerdminil et al 2006;
Koffi et al. 201Q. Une alternative a l'identification morphologiquepose sur I'utilisation de
marqueurs moléculaires.

L’efficacité des marqueurs moléculaires pour Fitifcation des espéces végeétales a été
déemontréeAvise et al 1987; Duminil et al. 2006 et 2010 ; Koffet al. 2010. En s’appuyant
sur la variabilité de I'ADN, il est possible d’alof@r les problemes de délimitation des espéces
tropicales afin de comprendre leurs processus &igl®our ce faire, il convient de combiner
plusieurs disciplines relatives a la biologie d&/élution.

La délimitation des espéces peut-étre abordédgmapproches de phylogénie ; celles-
ci étudient les relations de parenté des especd®fablissement de leur position systématique
(Juddet al 2002. Des approches de phylogénie devraient en penpgrmettre d’étudier la
délimitation des especes en vérifiant la monophgéie individus de cette espéce. Cependant,
une phylogénie établie a partir d’'une région unigiwegénome reflete avant tout I'histoire
évolutive de cette région. Il est alors importare domparer et/ou d’additionner les
informations apportées par différents marqueursémhires pour avoir des phylogénies
mieux résoluesHuggueset al 2002. Mais I'histoire des différents genes, utilisésipétablir
les phylogénies, ne refléte pas toujours I'histaies organismes qui les véhiculéDoyle et
Gaut, 200). Ceci peut-étre causé par différents phénomeénetsle polymorphisme insuffisant
des genes utilisés, ou une sortie aléatoire desdi géniques ancestrales au travers des
multiples évenements de spéciation (« incompletealje sorting »), ou encore le phénoméne
de capture cytoplasmique qui se produit généraleergne taxons trés prochd3dyle et Gaut,
2000.

La génétique des populations, autre disciplindadeiologie évolutive, représente une
approche complémentaire pour I'étude de la délimitades espece®(minil et al. 2009 Les
marqueurs moléculaires permettent de caractéregerépartition spatiale de la diversité

génétique au sein des especes. Des méthodes depegrent Bayésien peuvent alors étre
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utilisées afin de définir des pools génétiquesagurespondraient aux especes. Cette approche
s’appuie souvent sur l'utilisation de marqueurs éoalaires trées polymorphes, tels que les
microsatellites. Cependant, I'utilisation de telkgsproches pour la délimitation des especes
pose parfois des problemes d’ordre méthodologiiKieknowski, 2010. Les résultats issus de
cette approche peuvent dans certains cas conquaidaitement avec la délimitation spécifique
telle qu’issue de I'observation morphologique olwbdecodes ADNRuminil et al. 200§. Mais
dans d’autres cas, ces méthodes montrent leutedr@iuminil et al Soumis. Il convient donc
d’aborder une approche intégrée s’appuyant sur rdasqueurs morphologiques et sur
différents types de marqueurs moléculaires (apgrogd phylogénie et de génétique des
populations) pour étudier la délimitation des esgécCette étape est un préalable a la
compréhension des processus évolutifs au sein dpeces (niveau intra-spécifique,
phylogéographie).

Enfin la phylogéographie, consiste a analyserédéstions entre les liens de parenté de
différents variants génétiques (on parle d’haplesypau sein des espéces et leur distribution
géographique. Ainsi la phylogéographie nous perteetetracer I'histoire de la colonisation
d’'une espéce, voire d'une ou plusieurs populatidass un contexte spatio-tempowVice et
al. 1987. La distribution spatiale de la diversité géngtica permis de retracer les voies de
migration de nombreuses espéces d'arbres foresiersle la recolonisation post-glaciaire au
cours de I'Holocene en Europ@dit et al. 2003. En Afrique, trés peu d’études ont été
réalisées dans ce domaine. Celles qui sont réalidaas le centre d’endémisme Guinéo-
Congolais ont permis de proposer des hypotheselitéws concernant plusieurs especes
forestieres luloko-Ntoutoumeet al. 2000 ; Debouet al. 2010 ; Duminilet al. 2010 ;Lowe et
al. 2019. Chez les plantes, les genes chloroplastiques sooramment utilisés pour
caractériser la structuration génétique des esfg€eennet al. 2002 ; Duminilet al. 2009, et
les genes nucléaires font I'objet d’'une utilisatevaissanteHare, 200

Le génome chloroplastique représente une soudadeidde marqueurs utilisables en
phylogéographie. En effet, le génome chloroplastiqu été entierement séquencé chez
beaucoup d'especes végétalésiyet et al 200). De plus, ce génome présente l'avantage de
posséder des genes dont la séquence est relativeoreservée a I'échelle des Angiospermes
(Clegget al.199]) ; ce qui permet la définition des séquences dragmuniverselles qui sont
issues des régions non codantes (plus variablespiels soumises aux pressions de sélection
que les régions codantes (Pleimesal 2009).Vu le taux d’évolution tres lent de ce type de
génome, il est donc ensuite assez facile de suive lignée, c'est-a-dire un ensemble
d’haplotypes (génotypes haploides) proches géredtignt sur I'ensemble de laire de
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distribution. Toutefois, les flux de génes entie pepulations sont plus réduits pour ce type de
génome, parce qu'’ils sont limités aux graines ¢agiupart des Angiospermes.

L’ADN nucléaire est un brassage de deux jeux derabsomes, I'un issu de la mére et
I'autre du pere. Il est recombinant, varie d’uniwb a I'autre et est plus mutable que celui du
génome chloroplastique, ce qui justifie la paréeilé de chaque individu par rapport a un autre
de son espeéece. L'identification d’'une espéce sbiake de marqueurs moléculaires est facilitée
si on utilise des margqueurs qui sont dit "diagrpss” Boecklen et Howard, 199.7En effet,
la fixation de nouveautés évolutives dans une &geét une caractéristique de choix qui
permet d’identifier et de discriminer difféerentégniees. L’utilisation de marqueurs nucléaires
polymorphes offre ainsi une plus grande chance tdeuver ces marqueurs diagnostiques
(Boecklen et Howard, 1997

En conséquence, la combinaison des études rel@ivegénomes nucléaires (assurant
les flux de génes par graines et par pollen) etroplastiques parait optimale pour retracer
I'histoire évolutive des especes. Ainsi, I'emplaésdapproches multigéniques utilisant des
genes de différents génomes permet de minimisaidgges de passer a c6té d’'un évenement
particulier de I'histoire des organismes.

La présente étude porte sur le geMuicia qui est représenté par deux especes
ligneuses phylogénétiquement prochietli¢ia excelsa(Welw) CC Berg eMilicia regia (A.
Chev) CC Berg). Elles appartiennent a la famille oraceae (ordre dédosales APG llI,
2009. Difficilement différenciables sur le plan morpbgique, elles constituent un modéle
idéal pour aborder le probleme de l'identificatibes especes tropicales. En outre, les deux
especes étant largement distribuées en zone GQioBgelaise en occupant des niches
écologiques relativement distinctes (parapatrié@seconstituent un modéle intéressant pour
étudier l'influence des facteurs historiques stioltét tropicale.

Une premiére étude sur la délimitation des depé@ss a été realisée paluijgers
(2011),sur la base de marqueurs morphologiques et d@saillites nucléaires. Ses résultats
semblent quelque peu remettre en cause la spécitipposée au sein du geMdicia. En
effet, les résultats obtenus a partir des deuxstyge® marqueurs ne sont pas parfaitement
congruents. Lorsque l'analyse de regroupement Bayést réalisée uniquement a I'échelle de
I'Afrique de I'Ouest : sur un total de 147 indivédsgix n‘ont pu étre assignés généetiquement, ou
appartenaient a un pool génétique ne concordantapes l'identité taxonomique ; ce qui
suggérait une possible hybridation. Afin d'apprafiode sujet, il suggérait non seulement un
accroissement de l'échantillonnage dans la zonéapte d'hybridation (Céte d'lvoire et

Ghana), mais aussi le recours aux marqueurs chéstogpues en complément de son étude.
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Une autre étude phylogéographique, antérieure @emiere a été initiée pd@ainouet al.
(2010) et conduite sur des populations Me excelsgrovenantdu Bas-Guinéen et du Bénin.
Elle a été réalisée avec des marqueurs microsesehiucléaires spécifigue®(insaviet al
2006) définis pourMilica et des marqueurs chloroplastiques. Il ressortetie @tude que les
populations du Bénin s'averent fortement différéesi de celles d'Afrique Centrale.
L'utilisation de genes nucléaires, qui évoluent spluapidement que les marqueurs
chloroplastiques, et moins rapidement que les neangumicrosatellites, nous permettra de
maximiser la compréhension des potentiels évenam@nidlutifs des especes au sein de ce
genre.

Dans la présente étude, nous avons -caractérispolgmorphisme de I'ADN
chloroplastique et de 'ADN nucléaire pour un enbkmd'échantillons végétaux du genre
Milicia collectés principalement dans la région Guinéogotaise. Dans une premiere partie,
nous allons aborder la position taxonomique dex @speces par les questions suivani@s: (
Quelle est la structuration génétique spatiale rques apportent les marqueurs utilisés pour la
délimitation des deux taxa #)(Y a t-il une concordance entre cette structureetie établie
sur la base des marqueurs morphologiques et/owsaiEllites ? Nous allons ensuite tenter de
comprendre l'histoire évolutive de chacune des despeces en essayant de répondre a la
question suivante ii) Y a t-il des preuves phylogéographiques qui poant refléter la

fragmentation des populations passées ?

2- MATERIEL ET METHODE
2-1- Modele biologique

Genre endémique a I'Afrique tropical®ilicia comporte deux espécds. excelsa
(Welw) CC Berg eM. regia (A. Chew) CC Berg communément appelés « Irokoes @eux
especes sont trés prisées dans le commerce mdediais d’'ceuvre.

L’iroko est une espece forestiere de grande taillpeut mesurer jusqu’a 50 m de haut
et atteindre un diamétre a hauteur d’homme de BOQ\t regia; Ofori, 20073 a 250 cm K.
excelsa; Tondeur, 193p La cime élevée est généralement aplatie en gommet, surtout en
savane Tondeur, 193R L’enracinement se forme autour d'un pivot pumgsat profond,
complété par des racines tracantes qui entraiaefoirination d'empattements pouvant monter
jusqu’a 2,5 m de haut dans certains cas. Sur tiésem affleurantes, il est possible d’'observer
des stries orangées parsemées de lenticelles Blaeshcaractéristiques delilicia (Tondeur,
1939.



2-1-1- Incertitudes botaniques sur le genre Milicia

Historiguement,Welwitsch (1869)fut le premier a décrire l'iroko sous l'appellatio
Morus africana En 1880, ce taxon fut transféré dans le g&immrophorapar Bentahm et
Hookeret devintC. excelsaCe n’est que 30 ans plus tard qu’A. Chevalieniifie et décrit la
deuxiéme espece, lui donnant le nomGidorophora regia(Berg, 1977. Non satisfaisante, la
taxonomie des deux espéces sera modifiée a plasieprises jusqu’en 1982, année durant
laquelle le botaniste hollandais C.C. Berg, reaiditla classification deMoraceae(Berg,
1982, propose de placer les deux espéces d’iroko giagenre bien a part : le gervidicia.

En dépit de la délimitation des irokos en deux espgil est admis que les deux especes
sont trés similaires morphologiquement et qu'ilsh’pas toujours aisé de les distinguer, les
différences étant trés peu prononcédds.excelsaet M. regia sont toutes deux des espéces
dioiques Berg, 1982, ce qui signifie qu’elles sont allogames et neveat étre sujettes a
I'autofécondation. Les fleurs sont aggloméréesdssrchatons males ou femelles : les premiers
sont longs et effilés, mesurant jusqu’a 20 cm, ilagde les seconds sont plus petits et charnus.
Les fruits sont verts, composés d’akénes fins g@erk qui se superposerftofideur, 1939
Mais en I'absence des fleurs, c’est la nervatios f@eilles qui reste le caractere majeur de

distinction des deux taxa (figureRluijgers, 201}

ramean avec inflorescences
femelles

inflorescences <
femelles E

Redessiné et adapté par Iskak Syamsudin (OFORI, 2007b)

Figure 1. Quelques caractéristiques morphologiques des éspices du genhdilicia

Les arbres fructifieraient vers 25-30 ansy¢ng’o et al 1999 a raison d'une grosse
fructification tous les deux ansFdrest Division, 1982 L'ensemble des caracteres

discriminants des deux especes sont repris en arinex



2-1-2- L’arbre dans ses différents habitats

D’aprés White (1966) la distribution deMilicia s’étend sur I'ensemble du continent
africain entre les latitudes 10°N et 10°S. Les despéeces seraient distribuées en paraprie.
regia existerait a I'état naturel uniqguement en Afriquel®uest, de la Gambie et du Sénégal
au Ghana@fori, 2007a figure 2) principalement dans les foréts cotiesempervirentes. En
revanche M. excelsasemble préférer les foréts semi-décidues ou sesitdsrsont les plus
importantes. Il serait rencontré aussi bien engiigi de I'Ouest qu’en Afrique Centrale, de la
Guinée Bissau a I'Ethiopie, et du Soudan au Zimleabw MozambiqueQfori, 2007k figure
2). Les deux especes peuvent toutefois étre ob=emmé savanes, dans des foréts galeries en

savanesNicholset al. 1998.

La présence d®l. excelsaau dela

du Libéria paraitrait anecdotique,

de sorte que les deux espéces

d’iroko coexisteraient réellement au

niveau de la Co6te d’lvoire et du

Figure 2. Distribution de M. regia et de M. excelsa (OFORI, 2007 a & b) Ghana Ofori et Cobbinah, 2007

Selon I''UCN, une réduction drastique des poputetidiroko serait survenue durant les
dernieres décennies. Elle serait principalemeniviteede I'exploitation forestiere historique
dont a été victime ce genre, du fait de la quali¢é son bois. Aujourd’huM. regia est
considérée comme « vulnérable » par I'lUCN, tanglie M. excelsaest reprise dans la

catégorie « presque menacéeavwyv.redlist.org.

2-2- Méthodologie
2-2-1- Collecte, caractérisation taxonomique et échantillonnage du matériel biologique

Afin d’étudier la délimitation des espéces et Iphylogéographie, I'échantillonnage
végetal a été effectué en tentant de couvrir aurman I'aire de distribution des deux espéces.
Dans ce but, en plus des récoltes effectuées serré@n, du matériel végétal a été prélevé dans
des herbiers. Pour chaque individu, des écharsiltmn feuilles ont été collectés sur le terrain
(Dainouetal. 2010 ; Pluijgers, 2011).

L'identité taxonomique (des échantillons) a étébatée parPluijgers, (2011)en se
basant sur les caracteres de présence ou non déscpubescentes et de poils sur la face
inférieure des feuilles (annexe 1). Lors de ceténiification morphologique, il a été démontré
gue : (i) en Afrique Centrale, seMl. excelsast présente; (ii) en Afrique de I'Ouddt, excelsa
s'étendrait de la Guinée Conakry au Nigéria, tagd&M. regia serait uniguement localisée du
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Sénégal au Ghan®l(ijgers, 201)L

Dans la présente étude, un total de 172 indivithulilicia spp. provenant de 11 pays
d'Afrique ont été retenus et étudiés. Ces individas été arbitrairement regroupés en 33
populations sur base de leurs coordonnées géoqumshi(Figure 3). Les régions d’Afrique
échantillonnées incluent en général les forétsjdelseres, les champs de cultures de rente et
les agglomérations. Les échantillons ont été séethésonservés a l'aide de gel de silice.

0 i =
A L 0 1.000 2.000 Km N
g J
o
¢ Guinée-Conakry

Nigéria

Cameroun

République
Centrafricaine

Légande :

(O M. exeelsa ‘ '1
B M. regia ¢
RDC-2
C) Populations
République Démocratique du Congo
s

© Armel DOMNKPEGAN 2012

Figure 3. Aire d’échantillonnage du genhilicia en Afrique pour la présente étude et assignatiwh @xcelsaet
M. regiasur base des caractéres morphologiques.

2-2-2- Amplification de régions génomique

Le présent travail étant complémentaire de I'éelluijgers (2011)nous avons pu
bénéficier des extraits d'/ADN de cet auteur. L’AD&homique total avait été extrait a l'aide de
la DNeasy Plant Mini kit de la firme QIAGEN/énlo, Pays-Bgs Mais notons que I'ADN a
éte réextrait pour certains échantillons dontdelsetait fini.

Afin de tester la monophylie de notreingroup», nous avons eu recours a un
«outgroup» du genreMorus considéré comme étant le plus prochéMillicia (Zeregaet al
2005. Pour ce faire nous avons collecté un échantdiefeuille deMorus indica(prélevement
effectué dans le square de Meeds, Bruxelles, Batgi§0°50°'23”N, 4°22'9”E). L'ADN a été

extrait suivant le méme protocole gekiijgers (2011)

2-2-2-1- Choix et amplification des marqueurs chloroplastiques

La variabilité génétique de I’ADN chloroplastique M. excelsadans le bas-Guinéen a
éte etudiée pdbainouetal. (2010) Nous avons réutilisés les deux mémes fragmemis ciztte
étude, psbA-trnH et trnC-ycf6 (Weising et Gardner, 1999afin d’intégrer les résultats sur
'ensemble du Guinéen. En plus des 111 échantilited excelsadu Bas-Guinéen récupérés



sur GeneBank, 63 échantillons e excelsaet M. regiadu Haut-Guinéen (plusiorus indicg
ont été amplifiés pour ces deux marqueurs chlostiplzes.

En ce qui concernpsbA-trnH, la PCR a été réalisée dans un volume réactiotael
25,375uL contenant 5uL de Phusion polymérdsengymes Espoo, FinlangeO0,5uL de
dNTPs, 0,25uL de chaque amorce, 17,875uL d'H20 ,Bull d’ADN. Les réactions
d’amplifications ont été effectuées avec le Thenstmyr PTC-200 en utilisant le programme
ci-apres : 98°C pour 30s de dénaturation initialeivie de 35 cycles de dénaturation /
hybridation / élongation (98°C pendant 10s, 60°6daat 30s, 72°C pendant 1min). Enfin, une
phase d’élongation finale a 72°C pendant 10mimpesirammeée au terme de I'amplification.

Pour trnC-ycf6, le volume réactionnel qui a servi pour la PCRitéégalement de
25.475uL contenant 0,1uL de Taq polyméra@AGEN Venlo, aux Pays-Bas 1uL de
MgCL2 (QIAGEN), 2,5uL de Taq Buffer, 0,5uL de dNTPs, 0,25uL deque amorce,
19,375uL d'H20 et 1,5uL d’ADN. Les réactions d’aifiphtion ont été réalisées avec le
Thermocycleur PTC-200 en utilisant le programmeapmmés : une premiére phase de
dénaturation a 94°C pendant 4min, suivie de 35esycbB4°C pendant 30s (dénaturation), puis
56°C pendant 30s (hybridation), suivie de 72°C pebhdlmin (élongation). Une phase
d'élongation finale cl6t le processus : 72°C pehd@min.
2-2-2-2- Choix et amplification des marqueurs nucléaires

Dans une analyse préliminaire, 12 paires d’amoroag/erselles concues pour
I'amplification des différentes régions du génomsécléaire des planted.i( et al 2008 ;
Duminil et al Soumi$ (ADH, GScp ADHc, Rnll, TPI 6rn/4rn LF4 CIIR LF4 CI4R
AtgIR/AtglF, ApgIR/ApdF, AtLO3RAtL03F,PEPC E1/E2et PEPC E2/E} ont été testées sur
sept échantillons en prenant soin de sélectionegiirdlividus bien répartis géographiquement
pour maximiser le taux de polymorphisme de ces oeaug. Le protocole PCR utilisé ici était
identique a celui précédemment décrit pour le fraginthloroplastiquérnC-ycf6. Seuls trois
de ces marqueurs ont donné une amplification pesitAtgiR/AtglF, ApdR/ApdF et
At103RAt103F) et ont donc été retenus pour réaliser dés despolymorphisme. A l'issue de
ces testsAtl03 s’est revéle trés polymorphe pdditicia spp. Ce fragment a donc été retenu

pour I'amplification des 172 échantillons (pIM®rus indicg.

2-2-3- Définition de nouvelles amorces internes spécifiques a Milicia
Les premiers résultats ayant montré des diffisutt@mplification et de séquencage des
échantillons d'herbier pour les trois paires d'amaetenues (sans doute en relation avec la

durée d’herborisation des échantillons et la géatibindre de leur ADN), il a été décidé de



définir des amorces internes permettant de rédaitalle des fragments amplifiés (tableau 1).
Ces amorces ont été définies autour des sites pobjras observés apres alignement des

séquences fructueuses (voir ci-apres). Pour ce, faous avons utilisé la version en ligne de

PRIMERvV.3 (Rozenet al 2000.

Tableau 1. Amorces retenues pour la prése étude, ainsi que celles nouvellement dét

Locus Séquences Forword Séquences Reverse Taille
(pb)
psbA/trnH GTTATGCATGAACGTAATGCTC CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 516
trnClycfe CCAGTTCAAATCTGGGTGTC GCCCAAGCRAGACTTACTATATCCAT 1021
TTGGCAATCATTGAGGTACATNGTM
At103 F/R CTTCAAGCCMAAGTTCATCTTCTA ACATA 520
shortpsbA/shorttrnH* TTCTTGTTCTATCACGAAGTTTGG AATCCACTGCCTTGATCCAC 41
shorttrnC/shortycf6* CCGGACGGAGAATCTAATGA TCTTTTGTCGCCCTTCATTT 496
shortAt103-F/shortAtl03-R* CCTGAAACACGATTTGAGAGG AGAACTGGTGRCAGGATGAG &

* Nouvelles amorces internes définies et spécifiguidiicia pour ses marqueurs intergéniques ; pb=paire desbas

2-2-4- Purification du produit PCR et séquencage

Les produits PCR ont été purifiés en utilisantriet@cole EXOSAP qui consiste en une
digestion enzymatique par deux enzymes [EXONUCLEA8Holabs, Ipswich, Etats-Unjiset
ShrimpAlkaline Phosphatasg-drmentas, St Leon_Rot, Allemagheafin d’éliminer les
nucléotides et les brins d’ADN monocaténaires (destamorces). 1,5uL de mix EXOSAP a
été ajouté par produit PCR a purifier (contenadb@L. de chacune des enzymes) directement
dans les puits de réaction PCR. Le programme PERQSAP » utilisé est de 1h30min a
37°C d’incubation plus la dénaturation des enzympes chauffage a 80°C pendant 15 min.

Les produits PCR purifiés ont alors été séque(mag les trois espaceurs intergéniques
retenus). Le volume de la réaction de séquencdee$0DpL contenant 1,75uL de Sequencing
Buffer (QIAGEN), 0,5uL de Big Dye QIAGEN), 0,5uL de chaque amorce, 6,25uL d’'H20 et
1pL d’ADN. Les réactions de séquence ont été madisavec le Thermocycleur PTC-200 en
utilisant le programme ci-apre€96°C pour 1 min, 25 cycles de 96°C pendant 10sC50°
pendant 5s, puis 60°C pendant 4 mAprés la purification des réactions de séquencé (Vo
protocole en annexe 3) et I'obtention des séquescesSéquenceur capillaire ABI 3100

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), cesrderes ont été récupérées en format ABI.

avec CodonCode Aligner v.3.7.CqdonCode St Louis, MissolriPour I'édition des taxons,

les positions des sites mutationnels ont été e@sfi pour chaque individu sur les
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chromatogrammes. Cela nous a permis de corrigeeresirs éventuelles qui sont surtout

fréquents pour le gene nucléaire, ou il y a lagmés des hétérozygotes.

2-2-5- Analyses des données

La taille de I'échantillonN1. excelsaet M. regia) varie de 1 (pour des individus isolés) a
15 individus par population. Les populations o dmmeées en utilisant les deux premiéres
lettres du pays ou elles ont été échantillonnééguref 3). Le tableau 2 présente les
caractéristiques des différentes populations : aprdonnées moyennes ; ii) composition
haplotypique chloroplastique et nucléaire ; iiisigaations a des pools génétiques (Figure 4)
suivant les études précédentekifjgers 2011 ; Dainou 2012)
2-2-5-1- Reconstruction des haplotypes nucléaires

Pour la séquence nucléaire (diploide), une autpeoape (que celle utilisée avec les
marqueurs chloroplastiqgues) a été choisie avedglidation d'un algorithme qui permet
d’estimer les deux alléles présents (sur les siggtionnels) chez les individus hétérozygotes
sur les sites nucléotidiques polymorphes. Pourabee,f nous avons utilisé le programme
PHASE qui est implémenté dabsmaSPv.5.10 (ibrado et Rozas, 2009Ce programme est
souvent utilisé pour linférence des haplotypes ginotypes diploides par la méthode

d’inférence Bayésienn&@rricket al.2010.

2-2-5-2- Construction de réseaux d’haplotypes

Pour chaque fragment étudié les réseaux d’hametppur les deux types de marqueurs
ont été construits par la méthode de Maximum deifanie (MP) en utilisant I'algorithme
des liens médians (pour établir les relations pig@tiques entre les haplotypes) et a I'aide du
logiciel NETWORKv.4.6 Bandeltet al. 1999. Ainsi, un arbre a été construit a partir de la

concaténation des deux séquences chloroplastitjgesgene nucléaire.

2-2-5-3- Reconstruction phylogénétiques

Les analyses ont été faites selon la méthode Bayésj telle qu’implémentée dans le
logiciel MrBayes (Huelsenbeck et Ronquist, 2001Le modéle d’évolution le plus
vraisemblable a été déterminé pour chaque géneJwedelTestv.0.1.1 Posada, 2008 F81
[fréquences de bases: A (0,3665), C (0,0898), @A3@B), T (0,4081)] est le model
vraisemblable pour [I'évolution du concaténat desjuséces chloroplastiques et HKY
[fréquences de bases : A (0,3882), C (0,1935),,6689), T (0,2495) ; TS/TV ratio : 2,9336]
pour le gene nucléairt103. Les « runs » exécutés pour nos deux analgsgsrmaient, chacun

quatre Chaines de Markov avec technique de Monte QdCMC) qui ont été générées pour

11



1 000 000 de générations. Les arbres ont été élbbvianés toutes les 100 générations. La phase
d’équilibre des chaines a été atteint aprés 100@érgéons Wurn-in). Les probabilités
postérieures des arbres on été approximées. Lemnsus majoritaire des arbres échantillonnés
aprés convergence (représentant I'évolution derdésemblance des chaines froides) a été
retenu pour chaque analyse. Ces arbres, enracn@opus indica utilisé commeextragroup
(Zeregeet al 2009, ont été visualisés a 'aide du logiciggTreev.1.3.1 Rambaut, 2010
2-2-5-4- Parameétres de diversité génétique intraspécifique

Les parametres de diversité génétique ont été &€stinentre pools génétiques ; ii) entre
populations au sein des pools génétiques.
i) Nous avons considéré les cing pools génétigussqtgidentifiés sur base de marqueurs
microsatellites nucléaires pRituijgers (2011t Dainou (2012)figure 4) ; vu la faible taille
de nos populations et plus précisément en Afriged’@uest. Le cluster 1 (34 individus)
englobe les populations dé. regia Le Ghana, le Bénin et le Nigéria forment le a@dust (27
ind) avec les populations dé. excelsalLe cluster 3 (73 ind) englobe les individds excelsa

Camerounais, Congolais, et du Nord-Est Gabonais.

. ] I A Le cluster 4 (27 ind) comporte le
| reste des populations Gabonaises et
celles du Sud de la République du

Légende

( Congo et quelques populations de la
- e RDC, tandis que le cluster 5 (11 ind)
Cluster 2 =3

e 323 i, regroupe les individus!. excelsadu
Cluster 4 =3 N A

Cluster 5 =] \ L

Centre du continent, autour de la

latitude moyenne de la RDC.

Figure 4. Pools génétiques ddilicia en Afrique sub-saharienne Plgijgers, 2011 ; Dainou, 202

i) Des indices de différenciation génétiques intgotpationsGsr et Nst ont étécalculés. La
structuration génétique telle que mesurée paksiene prennent pas en compte la proximité
phylogénétique entre les alleles, mais les considesomme tous évolutivement équidistants.
La prise en compte d’'une telle information permetinpant de mieux comprendre I'histoire
évolutive d'une espéce. C’est pourqians et Petit (199@)nt introduit une nouvelle mesure
de structuration, I&sy, prenant en compte les relations de parenté afigles. Ces auteurs
définissent des regles pour examiner la correspaedantre les phylogénies des haplotypes et
leur distribution géographique 1)(lorsqu’il y a correspondance, la différenciatimesurée en
prenant en compte les similarités entre haplotyNes est supérieure a la différenciation basée
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uniquement sur la fréquence des haplotyggs) (; (2) lorsque les haplotypes sont reliés de
maniere équivalente, aloks=Gsr. (3) Enfin, lorsque les haplotypes les plus fortenmetiés
sont plus souvent dans des populations différeatessNst < Gsr. Le logiciel PERMUT (Pons
et Petit, 199Fa été utilisé pour ses calculs, en considéranerdifites entités de populations :
(1) les 10 populations dMl. regia uniquement (k1) ;2) les 23 populations dM. excelsa
provenant de toutes les zones géographiques (K3,,2¢et 5), 8) les sept populations dé.
excelsad'Afrique de I'Ouest et4) 18 populations d&l. excelsadu Bas-Guinéen (K 3, 4 et 5).
D’autres indices de diversité génétique ont etéutds : Hs et Vs, correspondant a la diversité
génétique moyenne par population sur base ordomeenon des alleles; Ht et Vi,
correspondant a la diversité génétique totale ase lordonnée ou non des alléles.
2-2-5-6- Carte de diversité génétique

Les cartes de répartition de la diversité géenétigat été réalisées a I'aide du logiciel
Quantum GISv.1.7.4 Quantum GIS Development Team, 2D0%es coordonnées des
populations converties en degrés décimales ontpéiftées sur la carte d’Afrique. Pour
chaque population, la diversité exprimée selon ukehelle de couleur (diversité
intrapopulation) ou des graphiques en forme de oameets (fréquences d’haplotypes) ont été

réalisés et ajoutés a I'emplacement de la populaimcernée sur la carte.

3- RESULTATS
L'utilisation de nouvelles paires d’amorces intexnééfinis dans ce rapport (et utilisés

surtout sur les échantillons d’herbiers), n'a paseesuccés escompté. Rappelons que ces paires
d’amorces plus courtes, ont été définies autouode les sites polymorphes identifiés pour ces
types de marqueurs et pour notre modele biologiggenombre total d’individus amplifiés
différe en fonction du marqueur utilisé : 202 pét03, 225 poutrnC-ycf6, 195 poumpshA-
trnH. Cela correspond a des succes d’amplificatiopeetifs de : 78%, 87%, 75%. Au final,
I'alignement des séquences nucléotidiqueddexcelsaet M. regia (172 échantillons) a porté
sur de 276 paires de base (pb) patir03, 374 pb poupsbA-trnH et 547 pb poutrnC-ycf6.
Ces espaceurs intergéniques ont été concaténésegalgux marqueurs chloroplastiques pour
les analyses que nous avons réalisées.
3-1- Structure génétique de I’ADN chloroplastique
3-1-1- Diversité haplotypique

Un total de 172 individus dd. excelsaetM. regia(ingroup) ont été amplifiés pour les
deux fragments chloroplastiques révélant 16 sitdgnmorphes contre 35 sites polymorphes si
I'on tient compte déorus indica(tableau 3).
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Tableau 2.Caractéristiques des différentes populationbiifieia spp.

Haplotypes TESS Clustering
%jj Marqueurs Cluster
Population max Chloroplastiques  Nucléaire (Pluijgers, 2011)
Pays Code Noms n(km)  Espéces trnC+pshA AtL03 nSSRs
Bénin  pr1  Bassila/Pénalan 8 511 excelsa H1, 7 HE59, 1 K2
BE-2  Savé 1 excelsa H1 H6 K2
BE-3 Sud-Bohicon / Niaoulill 102 excelsa H1, 2 H3, 6, 9, 10 K2
Cameroun ca-1*  Mt_Koupe 1 3 excelsa H4 H3, 5 K3
CA-2*  Gundi 1 71 excelsa H4 H3, 4 K3
CA-3 Belabo 11 39 excelsa H3, 4 H3,4,5,6,9 K3
CA-4 Biyeyem 13 77 excelsa H3 H3, 4, g 6.7.8 K3
CA-5 Djoum 11 166 excelsa H3,5 H3,4,5,6,7,9 K3
CA-6 Mindourou 15 55 excelsa H3, 4 H3,4,5,7,9 K3
CA-7 Makalaya 2 30 excelsa H3 H3 K3
€ongo-  ~h4  ipendja 13 9 excelsa H3, 4, 6 H3, 4,5,7,9 K3
Brazza
Cote d'lvoire cj-1 Mont Nimba 3 558 regia H9, 10 H11, 12, 13 K1
Cl-2=  Scio excelsa H1 H4, 5 K2
regia H9, 10 H11, 12, 13 K1
ClI-3 Haute Dodo 5 regia H9 H11, 12, 14 K1
Cl-4* Adiopodoume 1 regia H11 H11, 12 K1
CI-5* Abengourou 1 regia H8 H11, 12 K1
Gabon GA-1 Oyem 4 67 excelsa H3 H3, 4,5 K3
GA-2 Libreville 7 75 excelsa H3, 4 H3,4,5 K4
GA-3 Ekarlong 3 83 excelsa H3, 4 H3, 4,5 K4
GA-4 Makokou 2 26 excelsa H3, 4 H3,5 K3
GA-5 Mandji 2 13 excelsa H3 H3,4,5 K4
GA-6 Lastouville 12 90 excelsa H3, 4 H2, 4,5, 9 K4
Ghana  GH-1*  Abini 1 263 excelsa H1 H9 K2
GH-2*  Abrafo 1 regia H11 H11, 12 K1
Guinéé - GC-1** Mt Béro 1 excelsa H1 H9 K2
Conakry .
2 130 regia H9, 10 H11, 12 K1
GC2 Ziama 3 regia H9 H11, 12, 13 K1
Nigéria .y lleshafOndoSatel 5 133 excelsa H1, 8 H4, 9 K2
RDC RDC-1 Yangambi (yoko) 4 excelsa  H4, 13,15, 14 H5, 6,7, 9 K5
RDC-2 Yangambi 3 108 excelsa H15 H3,4,5,7 K5
RDC-3  Luki 4 3,3 excelsa H3, 4 H3,4,5 K4
RDC-4 Kinduala 3 1,7 excelsa H3, 4,12 H3,4,5 K4
Sénégal SE-1  Basse casamance 2 357 regia HO H11, 12, 13 K1
Sierra-Léone gL-1  Sileti_1/ Sileti_2 13 46  regia HO H11, 12, 13 K1

*Populations constituées d'individus isolés **Pogtitns issues de zones de contact entre les 2gax@ij (max) = distance
entre les individus extrémes de la population ; lbtgpes detrnC+psbA difféerent des haplotypes d&tl03 ; nSSRs =
marqueurs microsatellites nucléaires
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Tableau 3.Polymorphisme du fragment d’ADN chloroplastiquacaténé (ADNcp)rnC+psbA pourMilicia spp.

trnC-ycf6 psbA-trnH
Taxa Hap n 2736 38 53 O1 128 199 209 239 264 302303 307 312 349 368 443 1 4 34 54 62131 135 166 169 189 190 193 204 206 212 222 270 299
Mt 25T - 6 - 6 - AT - S T T T T oA Tc - - T1aAa 0 6T oo D O -
M2 1 T-6 - 6 a AT - HE T T 1T A Tc - 1A 6T T o 0 O 6 -
H3 75T - G - A - A T - - - 7T T 1T - ¢cT1c - - 1A et B SO T
Ho4 27T - G - A - A T - - - T T T T - ¢ T1c - - Ta et Tma T B SO T
WS 2T -6 A - AT - -1 T 171 - cTc - - 1A B 6T T 8 . JO T -
é H6 1 T -G - A - A T - ; T T T T - C AA - ST A Ag)c G TA - TIT A T ¢% - Ags)’)c T -
; HO7 1 T -G - G - A T - - - T T T T - A TC - - T A AIS)C G TA - T T T /?% Z%Q A-l(-é?)c G -
s 1 T -G - G - A T ?gg T T T T - A TC - - T A AIS)C G TA T TIT T T ?g; Zgg AIE()S)))C G -
H2 1 T -G - A - A T - - - T 1T T T Ac TCc - - TaA et T B SO T
H3 1 T -G - A - A T - - - AT T T - c T1c - - TaAa et T T B 0T
H4 1 T -G - A - A T - - AT T T T - c T1c - - TaAa e T Tma T B SO T
H5 3 T -G - A - A T - - -ttt T ety o ra e comma T B O T
HO 28T - G - G - A T - ﬁgg - T T T T - ¢ Tc - - T A Ag)c G TA - TIT T T ¢% : Ags)’)c G -
8
g MO 3 T-6 - 6 - AT - S 1T T T T . c T1c - 1A 0 6T T @ . O A
= G(2)
H1 2 T -G - G - A T ?gg ?gg - T T T T - ¢ Tc - - T A AIS)C G TA - TIT T T ?g; : AIE()S)))C G -
a HI6E 1 G A ATGA - T A - - - T - A G - CTC - AHAG - T - - - - A - - - & -

a, Morus indica- : fragment absent pour I'haplotype correspanidia= nombre d'individus par haplotype; a=CTTTTAORACTTAAATTTAAATTTATATATACTTTTAGTTTATATA ; *,cpSNP ; ** INDELs ; *** cpSSR ; [27-299] = mutations
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Trois types de mutation ont été trouvés: i) stlsbn (transversion/transition)
nucléotidique d’'une seule paire de base (cpSNiP)nsertion/délétion de paires de bases ; iii)
motif microsatellite (cpSSR). Sur base de ce polphisme, 16 haplotypes ont pu étre définis
(tableau 2, figure 5). Trois haplotypes (H9, H1(H&fl) ont été trouvés chez les individus de
M. regia du Haut-Guinéen (figure 5M. excelsane partage pas les mémes haplotypes entre
I'Afrique de I'Ouest et I'Afrique Centrale. Quathaplotypes (H1, H2, H7 et H8) sont issus des
populations deM excelsad’Afrique de I'Ouest. Le Cameroun et le Gabon prdsnt trois
haplotypes (H3, H4 et H5) tandis que le bloc Ctemigoen compte sept (H3, H4, H6, H12,
H13, H14 et H15).Morus indica quant a lui est séparé denfroup par 20 mutations

nucléotidiques (H16).

3-1-2- Distribution spatiale des haplotypes

1.000 2.000 Km
| L 1 1

H13

H14

Légende :

O M. regia

Zone de contact

— Mutations

Figure 5. Répartition géographique et réseau des haplotypgss de la concaténation des marqueurs
chloroplastiquesrnC+psbA. Dans le réseau d’haplotypes, la taille des esr@st proportionnelle au nombre
d’individus portant I'haplotype.

De l'analyse de la figure 5 ci-dessus, il appagaié les individus dé. regia sont
dominés par un haplotype majoritaire (H9). Lesvidlis deM. excelsad’Afrique de I'Ouest
partagent un haplotype majoritaire (H1). Les hagmples H2, H7 et H8 sont endémiques du
Dahomey-Gap et du Nigéria. Aucun haplotype n’estaog entre I'Afrique de I'Ouest et
I'Afrique Centrale. La zone Cameroun-Gabon (magodu Bas-Guinéen) et le bloc Congolais
ont une certaine affinité en partageant les hapesynajoritaires H3 et H4. Les haplotypes H6,
H12, H13, H14 et H15 sont toutefois confinés au dio Congolais (la zone de Kisangani a
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I'est de la RDC présentant une particularité sur feot taux endémisme avec les haplotypes
H13, H14 et H15), tandis que I'haplotype H5 estitdtnau Cameroun.

En dépit d'un certain chevauchement de leurs dieedistribution, il apparait qud.
excelsaet M. regia se distinguent parfaitement sur la base des marsjughloroplastiques
utilisés. Mais il faut noter que le patron obternun@veau du réseau des haplotypes ne délimite
pas clairement les deux espectk regiaet M. excelsad’Afrique de I'Ouest forment un clade
et M. excelsal’Afrique Centrale un autre clade
3-2- Structure génétique de ’ADN nucléaire

Aprés I'exécution de I'application PHASE (avec daebabilités significatives), les
deux alleles présents chez les individus hétérdegggfigure 6) ont été identifiés et les
individus qui ont eu les meilleurs scores de prdliéb ont été retenus pour les analyses (figure
7). Les longueurs finales d’alignement des séquenaeléotidiques dBl. excelsaet M. regia

sont de 276 paires de bases pour I'espaceur imierggAt103.

T I T - S 200
Hétérozvgotes s 150 /.
9 100
.‘..' | ; -
\/ A\ \ g 50 /
2
o T B n RN T & = 0 3 02
fi ) =i = 1 2 3
f\ Base degénérée
I' | =—&—Probabilités 0,67 0,99 1
1
'.\_ YRAWW- N 1 —#—Individus 1 1 161
Figure 6. Exemple de séquence Figure 7. Inférenc? d’es p.robabilités a chaque individu aprés
d’individu hétérozygot Fexécution de PHASE

Si I'on tient compte deMorus indica 24 sites polymorphes (contre 15 pour notre
ingroup) sont détectés (tableau 4). Ces sites correspbadies mutations de type substitution
nucléotidique (NSNP, parfois hétérozygotes) etsites d’'insertion/délétion de paires de bases.
Sur la base de ce polymorphisme, 16 haplotypeteéal?, figure 8) ont été identifiés pour les
172 individus deMl. excelsatM. regia Les deux taxons sont assignés chacun a des yyagaot
bien distincts pour ce géne. Quatre haplotypes (Hll2, H13 et H14) ont été trouvés parmi
les individus deM. regiadu haut Guinéen (figure 8). Les haplotypes ismssmbpulations de
M. excelsasont partagés entre les différentes zones geéaguagd) contrairement aux
marqueurs chloroplastiques. Les haplotypes H101&t$dnt endémiques du Bénin, I’haplotype
H8 est limité au Cameroun et les haplotypes H2, elld17 sont restreints au Gabdforus
indica (haplotype H1) est séparé dm¢jroup par 12 mutations nucléotidiques.
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Tableau 4.Polymorphisme du fragment d’ADN nucléaire (ADNXLO3 pourMilicia spp.

At103
Kk kR ok k k k  xx ok k% Kk xx Kk k% ok * * * *k ok * *
Taxa Hap n 6 1629 33 36 37 54 56 69 73 76 79 93 97 105 107 130 144 158 223 232 239 247 248
a H1 2 - - ACAA - T C G C - G A A AAGA A GC A A T T T -
H2 2 - AT TAAAAC A TTGA T - A GC A G - - T G
H3 37 - AT TAAAAC A CTGA T - A GC G G T T C -
H4 73 - AT T A A A AC A TTGA T - A GC A G T T T -
HS 60 - A T T A A A AC A CTGA T - A GC A G T T T -
g H6 19 - A T T A A A AC A CTGA T - A GC A G T T C -
8 H7 17 - AT T AA A AC A CTGT T - A GC A G T T C -
é_ H8 2 - AT TAAAAC A CTGA T - A GC A G - - T -
= H9 61 AT TACAAC A CTGA T - A GC A G T T C -
H10 1 AT TACAAC A CTGA T - A AA A G T T C -
H5 2 - AT TAAAAC A T TGA T - A GC A G - T T -
H6 2 - A T TAAAAC A CTGA T - A GC G G - T C -
Hl7 2 - A T T AAAAC A CTGA T - A GC A G - T T -
H11 14 - A T T A A - A C A CTGA T - cC GC A G T T T -
%’ H12 3@ - AT T G A - AC A CTGA T - cC GC A G T T T -
s H13 20 - AT T A A - AG A CTGA T - cC GC A G T T T -
H14 1 - AT TGA - AC A CTAAT - cC GC A G T T T -

a, Morus indicai- , mutation absent pour un haplotype; n= nomhbrelifidus par haplotype *,cpSNP ; **, INDELSs ; [648] mutations

HI0D

(HHIE

Légende :

O M regia

Zone de contact

= Mutations

s

Figure 8. Répartition géographique et réseau des haplotigses du marqueur nucléaifg103. Dans le réseau
d’haplotypes, la taille des cercles est proportatlenrau nombre d’individus portant I’haplotype.
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Tout comme pour ADNcp, les deux taxons ne partagent pas les mémes hag
pour le marqueur nucléaii103 En parcourant le réseau d’haplotypes, on remarge<\.

excelsaetM. regiaforment des grcpes monophylétiques.

3-3- Phylogénie moléculaire comparée des régions chloroplastiques et nucléaires

Deux analyses nucl-cytoplasmiques ont été réalisées avec la concaténdes deu:
espaceurs intergéniqudsnC/ycfé etpsbA/trnH) d’une part et d gene nucléairAtl03d’autre
part. La taille deséjuences concaténees est de 744 pb pour les mezairdaroplastiques
246 pb pouAt103.

La premiére analysdu concaténatles deux marqueurs chloroplastis s’est faite sans
partitionné &s deux fragmer. Le consensus majoritaire des arbriégu¢e €), présente une
topologie bienrésolue puisqu’il N’y a pi de polytomies, et certains nceuds sont affecté
valeurs deprobabilité postérieu élevées, traduisant ainsi une certaine robie de cet arbre
(voir ci-apres).En effet une probabilité postérieure (pp) représéatprobabilité qu’'un clac
donné soit vrai étant donné le moc d’évolution, les probabilités ariori et les donnée

considérées.

Morus indica

oo H3
1% s

H4
A 0,11 M. excelsa du
0,92 HI2 | Bas-Guingen
0,11 He | etduBloc
Congolais

0,93 0,11

M. excelsa du
Haut-Guinéen,
0,99 g7 | duBénin et

du Nigeéria
0.2 0,2 s 2

Blo.01 H10

Ho | M. regiadu
[ 0.2 Haut-Guinéen
I HIl

Figure 9. Consensus majorit@rdes arbres échantillonnés MrBayespour la concaténatiotrnC+psbA. Cet
arbre porte sur les Iaplotypes identifies piDnaSPpour la concaténation des marqueurs chloroplas.

Le genreMilicia apparait monophylétique et présente une struabu en deux grands
groupes monophylétiques (ou clad Chacun de ces clades est soutenu par l¢ de
probabilité postérieure, @ pour le clac A et 0,91 pour le clade B.e clade / regroupe
I'ensemble des individus dd. excels du Bas-Guinéen et ceux #oc Congolai. Le clade B
regroupent les individus dd. excels du Haut-Guinéefsoutenu par le clade C avec une p
0,99) et les individus dil. regie.
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La deuxiéme analyse a porté sur le géne nuclAtl03.Le consensus majoritaire d
arbres (figure 10), ps&nte une topologie mol résolue carcertains nceuds sont affectés

valeurs deprobabilité postérieu faibles, traduisant ainsi la neobustesse de cet ar.

Morus indica

H3
0,98
Hi6

0,2

0,94 0,08

HIO ¥ ar excelsa du
m7 | Haut-Guinéen
du Dahomey-
H2 | Gapetdu

0,38 H4 Bas-Guinéen

0,11 HIS5

0,05

0,12

Hi3 i
F M. regia du
0.98 Haut-Guinéen

Figure 10. Consensus majoritaire des arbres échantillonnéMrBayespour le @ne nucléairiAtl03. Cet arbre
porte sur les 1Raplotypes identifieés p{DnaSP

Le genreMilicia apparet monophylétique. Néanmoing. regia est monophylétique
(bien soutenue par 0,98 de et la position systématique Bk excelsaeste encore ambigi

3-4- Diversité et différenciation génétiques des populations de Milicia spp.

Le tableau Jorésente le resumé des calculs de différenciatigptogéographiques poi
I'ensemble des échantillons utilis Les tests de permutation du calcul de ces in sont
significatifs en d’autres termes, les différents haplotypes menés dans une méme populat
sont phylogénétiguement plus proches quils ne dat savec les haplotypes d'auti
populations)orsque I'on considére I'ensemble cpopulations deM. excelse de toutes les zones
géographiques. Par contra,différencition entre populations des soeissemble (les populations
de M. regiad’Afrique de I'Oues et les populations diel. excelsad’Afrique Centrale est moins
importante. Le degré de structuion génétique,lorsque l'on considere I'ensemble ¢
populations deM. excelsade toutes les zones géographi¢, est tres importe (Nst=0,848 ;
Gst=0,508) avec les marqueurs chlplastiques etelativement moins importe avec le géne
nucléaire(Nst=0,235 ; G+=0,157). Ce qui dénote d'une structuration géographiqueed’Afrique
de I'Ouest et I'Afrique Centra pour les populations dd. excelsa

Il n'y a pas de structuration phylogéographiqueetds populations cM. regiad’Afrique
de I'Ouest d’'une partet entre les populations M. excelsal’Afrique Centrale d’autre part. Qus

a la diversité génétique totale, elle est plus ingmie en Afrique centrale polM. excelsa
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Tableau 5.Indices de différenciation intra et interpopulat@®s (tableau supérieur) 8k (tableau inférieur) pournC/pshA et At103

trnC+psbA At103
Hs (SE) Ht (SE) Gsr Hs (SE) Ht (SE) Gsr

Populations d&/. regia 0.167 (0.1667) 0.167 (0.1389)  0.000 (nc)  0.702 (0.0480)  0.680 (0.0166)  -0.033 (0.0592)ns

Populations d&. excelsale 115 (5 1965) 0.899 (0.0774) 0.508 (0.1554)* 0.732 (0.0636) 0.863 (0.0137)  0.152 (0.1025)*
toutes les zones géographiques

POp“'a“O”SG%?f\é‘Z’r‘fe'sad“ bas 551 (0.1401) 0.798 (0.1431)  0.347 (nc)  0.783 (0.0533) 0.829 (0.0351)  0.056 (0.0495)ns

Populations d&d. excelsalu , 554 (0 0466) 0.250 (0.0360)  -0.072 (nc) 0.501 (0.0805)  0.603 (0.0942) 0.168 (nc)
Haut-Guinéen

Hs, diversité génétigue moyenne par populatiorbase ordonnée des alléles avec son erreur stag®&yd Ht diversité génétique totale sur base andes des alleles avec son erreur standard

(SE) ; Gsr, diversité de I'identité des haplotypes avec soaue standard (SE) Nst, proportion des sites polymorphes qui distingwérique paire d’haplotypes avec son erreur star(&@&y;
nc, erreur standard non calculée ; ns, non sigtific*P<0.05, ** P<0.01

trnC+pshbA At103

Vs (SE) Vt (SE) Ner Vs (SE) Vt (SE) Ner
Populations d/. regia 0.125 (0.1250) 0.125(0.1042)  0.000 (nc)  0.562 (0.0480)  0.570 (0.0357) 0.013 (0.0666)ns

Populations d&. excelsale 135 5488) 0,870 (0.2922) 0.848 (0.0996)* 0.531 (0.0375)  0.694 (0.0336)  0.235 (0.1208)*
toutes les zones géographiques

POp“'a“O”SG%?f\é‘Z’r‘fe'sad“ bas ) 380 (0.1395) 0.683(0.1825)  0.444(nc)  0.603 (0.0406) 0.672 (0.0166) 0.102 (0.0995)ns

Populations d&1. excelsadu
Haut-Guinéen 0.180 (0.0307) 0.176 (0.0255) -0.022 (nc) 0.491 (0.0722) 0.550 (0.0855) 0.107 (nc)

Vs, diversité génétique moyenne par populatiorbsise non ordonnée des alléles avec son erreunste(®8E) ; Vt diversité génétique totale sur base ardonnée des alléles avec son erreur

standard (SE) Gsr, diversité de l'identité des haplotypes avec sorue standard (SE)Nsy, proportion des sites polymorphes qui distinguglieique paire d’haplotypes avec son erreur
standard (SE) ; nc, erreur standard non calcuiégnon significatif ; *P<0.05, ** P<0.01

21



(Ht=0,798 poutrnC+pshA et Ht=0,829 pouAtl103) ; alors qu’elle est moins importante pbur
excelsaen Afrique de I'OuestHt=0,250 poutrnC+pshbA et Ht=0,603 pour At103).

4- DISCUSSION

4-1- Position systématique des deux especes du genre Milicia

Avant la réalisation de cette étude, plusieurssdfigations avaient été établies pour les
deux espéces de ce genre. C'est sur la base tlesmxclusivement morphologiqué&e(g,
1977 que la premiere a été établie en définissant adeorpho-especes au sein du genre. Des
études plus récenteBlgijgers, 201} en utilisant ses marqueurs morphologiques orieégant
assigné les deux especes dans des groupes taxomrsndifférents ; un groupe renfermant tous
les individusM. regia et l'autre groupe regroupant les individus Me excelsa Toutefois, le
méme auteurRluijgers, 201}, en utilisant des marqueurs microsatellites raidé a mis en
exergue une divergence entre classification modé®ulet morphologique pour certains
individus ambigus. Il en a déduit qu’'une hybridatioentre les deux espéces pourrait étre
envisagée. Rappelons néanmoins que l'utilisatis rdierosatellites pour la délimitation des
especes pose parfois des probleniediijowski, 2010. Avec le géne nucléairatl03 utilisé
dans la présente étude, les résultats obtenus rgamiteavec la phylogénie morphologique. Si
on prend le réseau d’haplotypes nucléaire, on aparfaite concordance avec la morphologie
des deux especes. Par contre avec l'arbre phyltgaaéde ces haplotypes (obtenus avec
MrBayse, la position systématique des individusMeexcelsaeste encore ambigie. Le clade
E (figure 10) qui regroupe les individus M excelsaavec ceux d@l. regiaest trés peu fiable
car affecté de valeur de probabilité postérieuss tiaible. On pourrait comprendre cette
divergence entre réseaux et arbre par le fait ggiedseaux seraient mieux appropriés pour les
phylogénies moléculaires intraspécifiques que hbsea. Les événements mutationnels étant
plus faibles en intraspécifique qu’en interspedciéiq

Pour les marqueurs chloroplastiques, on obtient@ane topologie quelque soit le type
de reconstruction phylogénétique utilisé. On olt@eux grands clades, le premier concerne
les populations d&1. regia et M. excelsad’Afrique de I'Ouest et le second les populatioles
M excelsad’Afrique Centrale. Plusieurs hypothéses peuvene @nvisagées pour tenter
d’expliquer les généalogies conflictuelles que nobienons. La premiére est que les individus
de M. excelsad’Afrique de I'Ouestet M. excelsad’Afrique Centralene sont effectivement pas
monophylétiques et refletent des groupes artiscml en tous cas paraphylétiques avkc

regia. Cette hypothése est parfaitement plausible paitggideux espéces ont été désignées sur
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des criteres exclusivement morphologiques génémienegétatifsierg, 1977 et qu’aucune
étude de phylogénie moléculaire portant sur I'eriderdu genreMilicia n'a pas été effectuée
afin de vérifier la pertinence de cette classifmat Les phénomenes de convergence
morphologique sont en effet bien connus des sysi€eras qui ont définis ces taxons
(Chevalier 1912 ; Berg 19Y,7et les critéeres morphologiques sont peu fiaBlagiliser pour
identifier ces deux entités taxonomiques. Une dlaason des individus intégrant d’autres
criteres que la nervation des feuilles devrait étreéisagée. Mais si les criteres morphologiques
sont fiables, alors les résultats obtenus a pdesr marqueurs chloroplastiques devraient étre
interprétés a la lumiére d'autres hypotheses.

La seconde hypothése envisageable est relativanea histoire conflictuelle entre
I'histoire des génes analysés et I'histoire desuoigmes (ici les especes) qui les véhiculent. De
tels conflits peuvent étre générés a la suite dagms d’hybridation entre espéces. Ces
hybridations seraient probablement anciennes denBgnées dél. excelsaMais le fait que
les deux espéces ne partagent pas les mémes kpagloty Afrigue de I'Ouest soutient
faiblement cette hypothese. L’augmentation de iketales échantillons dé&l. excelsaen
Afrique de I'Ouest s’avere nécessaire pour vériftette hypothése. Alternativement, les
conflits observés pourraient étre générés par émgrhene d’échantillonnage différentiel d’'un
polymorphisme ancestral au sein des deux espedesdrplete lineage sorting >Doyle et
Gaut, 200D. Les temps de coalescence différents selon lassgpeuvent ainsi affecter les
topologies obtenues et engendrer un conflit phyléggue en exprimant la divergence des
alléles ancestraux plutét que I'histoire des orgamgis [Lyons-Weiler et Milinkovitch, 199y
Le développement des phylogénies multigenes mapteece phénomene est courant, et que
son effet est d’autant plus net que les événenumispéciation se déroulent sur une courte

période de temps évolutiPollardet al 20086.

4-2- Structure génétique et patrons phylogéographiques
4-2-1- Diversité de L’ADN chloroplastique

Au niveau deM. excelsale niveau de diversité génétique mesuré a I'delemarqueurs
chloroplastiques est plus faible en Afrique de ESuqu’en Afrique Centrale (Bas-Guinéen
plus bloc Congolais). Cette observation pourraisulier de I'action des changements
climatiques du passé et plus précisément du QuaterrCes derniers auraient pu se traduire
par la formation de refuges forestiers de petitdetau sein desquels la diversité génétique
aurait été perdue par dérive génétique. Il convigldnmoins de rester prudent quant a cette

assertion car la couverture spatiale de I'échamtilhge est faible en Afrique de I'Ouest par
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rapport a l'aire de distribution de ces taxons.f8Bittd’un biais d’échantillonnage, la diversité
génétique enregistrée pourrait étre non représemtale la diversité génétique totale de
I'Afrique de I'Ouest.

Par ailleurs, si on limite l'analyse en Afrique Md@le aux individus portant les
haplotypes majoritaires H3 et H4, cela conduiraitn@ moindre diversité. Ainsi I'importante
diversité génétique en Afriqgue Centrale seraitdargnt tributaire du mélange des deux entités
génetiques divergentes (le Bas-Guinéen et le bloag@lais). En effet, chaque région
biogéographique de la zone d’étude est caractépmedes haplotypes qui ne sont pas partagés
avec les autres régions.

La divergence entre les haplotypes issus de diffés régions biogéographiques
pourrait s’expliquer par un isolement génétique iemcentre les régions; Il s’avere
effectivement que la divergence entre les haplatymli Haut-Guinéen et les haplotypes du
Bas-Guinéen est concordante avec la divergence ésgr flores de ces deux sous-régions
phytogéographiques (White, 1979) et pourrait s'ep@r par une discontinuité des foréts
denses humides africaines au niveau du couloir dboBey durant la majeure partie du
Quaternaire (Dupongt al 2000). Ce couloir n'aurait toutefois pu jouer nate prépondérant
dans la structuration des populations que s'il takeadu impossible le flux de genes entre
régions, en limitant soit la dissémination du pojlsoit la dispersion des graines.

4-2-2- Diversité de L’ADN nucléaire

Le niveau de diversité nucléaire B excelsaest relativement élevé et est partagé entre
le Haut-Guinéen et le Bas-Guinéen. Cette répantitttomogene des haplotypes serait
probablement due au flux de genes par lequel lergémucléaire se propadg@izoux et al
(2009)avaient estimé, en étudiant la structure génétipadiale des populations bt excelsa
du Cameroun, que les distances de dispersion des gpear graine et par pollen) variaient de 1
a 7,1 km/génération. Le flux de gene par pollentderait avoir joué un réle éventuel dans
cette dispersion. Mais, en I'état actuel des cawaaices, il est trés délicat de tenter d’expliquer
cette homogénéisation de la diversité nucléairatilisation d’autres genes nucléaires restent
nécessaire pour évaluer davantage la dispersionfladesde gene entre les deux régions.
Pluijgersen 2011avait mis en évidence par son étude, I'existenceaie pools génétiques en
Afrique de I'Ouest ; cela supposait que le fluxgimes dans cette région était limité par des
barrieres qui seraient probablement trés récentes le taux d’évolution des marqueurs
microsatellites utilisés. En effet les microsatefli évoluent plus rapidement que les genes

nucléaires.
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4-2-3- Patron phylogéographiques et refuges

La structuration géographique de la diversité gqunétdes marqueurs chloroplastiques
semble concorder avec certains refuges hypothétidadfigure 11 Maley, 1996) tandis que
la structuration de la diversité nucléaire ne npesmet pas vraiment de trancher sur la
question. Ceci pourrait s’expliquer par le fait gige génome chloroplastique serait plus
approprié pour les études de phylogéographie, wtaox d’évolution tres lent. Ce génome

présente I'avantage d’étre plus structuré (carstras uniquement par les graines).
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Figure 11. Schéma des refuges de foréts denses humidesuatsrdier maximum glaciaire ; rose = refuges de
Haute Guinée, bleu clair = refuge Ivoirien ; blendé = série de refuges Camerouno-Gabonais, jaur@ne
refuge du Bas-Congo ; orange = refuge des plaioegataises ; vert = refuges de I'Est RDC. Pris & piriodes
différentes : Vert clair pour les espéces de phainert foncé pour les espéces de montagne (madifiartir de
Maley, 1996)

On remarque d’apres nos résultats, qu'il y a unecttration génétique des populations
de M. excelsad’Afrique de I'Ouest et d’Afrique Centrale pour lesarqueurs chloroplastiques.
En effet, des conditions environnementales limitantmobilité du principal agent disperseur

~

des graines, la chauve-souBsdolon helvumpourraient étre a l'origine d’'un flux de gene
limité (Taylor et al 1999; Dainouet al 201Q. Dainouet al (2010 avaient émis comme
hypothése que la direction préférentielle de migratle cette espéece suivrait un gradient Nord-
Sud plutdt qu’un gradient Est-Ouest. Ce qui coefaiit les résultats obtenus.

La structure génétique chloroplastique Mdicia spp. pourrait s’expliquer par des
facteurs historiques. Les zones refuges de I'Afigie I'Ouest pourraient étres caractérisées
par 'endémisme des haplotypes H9 et H10 corresnindux des deux zones de refuge au
Libéria, et H11 pour le refuge de Cote d’lvoire. Birique Centrale, les haplotypes
endémiques identifies dans la présente étude pougtee I'extension de populations
précédemment correspondant aux refuges Camerounon@ia (H5), du Bas-Congo (H12) et

des vastes plaines congolaises (H13, H14 et H1#g.Z0nes de refuges pddilicia excelsa
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avaient déja été suggérées painouet al (2010)et Pluijgers (2011)L’aire de distribution
continue de H3 et H4 dans le Bas-Guinéen seraitcongeéquence possible d’'une expansion
rapide des populations a partir de zones refugeggant maintenues que ces deux haplotypes.
Cette hypothése est confortée par le caractererepp@ent ancestral de ces deux haplotypes
(ils sont fréquents et occupent une position cénans le réseau d’ haplotypes). Aprés ces
périodes de perturbations, les haplotypes raresndémiques, seraient issus d’évenements
mutationnels nouveaux (restreint a certaines zores) présents a I'extérieur des réseaux
d’haplotypes. Cette derniere hypothése parait pllaigsible car quand on prend la diversité des
haplotypes du gene nucléa#¢l03, les haplotypes endémiques H2, H16 et H17 véseau
Gabon et celui observé au Cameroun (H8) seraiesusigprobablement d'événements
mutationnels post-glaciaire apres recolonisatiomdieu (Schaalkt al. 1998§.

En somme, on constate d’aprés nos résultats ujpadi®n nucléo-cytoplasmique entre
le Nigéria et le Cameroun pour les flux de géenesz®. excelsa Ces résultats confirment
I'hypothese selon laquelle, le Dahomey Gap ne @oesait pas une barriere aux flux de génes
(Duminil et al. Soumi$. Des études plus récentes, portant sur la phylogpbg d’'une espéce
de savan&itellaria paradoxa(Allal et al. 201) appuient également cette hypothese. En effet,
les especes qui sont relativement adaptées a leresse ne semblent pas présenter de
discontinuités au niveau du Dahomey Gap. La baraux flux de géne se situerait tres
probablement a I'Est du Nigéria poMr. excelsaNotons que la présence d'une telle barriere a
ce niveau avait déja été mise en évidence Pplrjgers (2011)avec les marqueurs
microsatellites nucléaires. Des échantillons pkprésentatifs d&l. excelsadu Nigéria sont
nécessaires pour confirmer cette hypothese.

En Afrique Centrale, on n'observe pas de signal lgggographique entre les
populations deM. excelsapour les deux marqueurs chloroplastiques utiletépour le gene
nucléaire. Les trois pools génétiques obtenus arégion avec les marqueurs microsatellites
(Duminil et al 2010 ; Pluijgers, 20)Iseraient probablement issus d’une barriére récemtre
ces populations a cause du tali&volution trés rapide des marqueurs microsagsllittilisés.

La méme hypothése serait d’application pluregia

5- CONCLUSION
Notre approche multidisciplaire (phylogénie et mlmdographie) et multi-marqueurs

(morphologie, ADN chloroplastique, ADN nucléaireparmis d’apporter des clarifications sur
la délimitation des espéces au sein du geMilecia dans la zone d’endémisme Guinéo-

Congolaise L'histoire des genes utilisés ici differe de eealles espéces ddilicia spp.ll ressort
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de nos travaux quél. regia et M. excelsaappartiennent a des haplotypes bien distincts.
Néanmoins au sein dd. excelsaplusieurs interrogations demeurent au niveauatgdnisation
intraspécifique.

M. excelsgorésente une disjonction nucléo-cytoplasmiqueiaean du Nigéria ; tandis que
M. regia ne présente pas de différenciations marquées psuddux types de marqueurs. Pour
préciser définitivement la taxonomie du genre dargéilicia, nous recommandons : (1) de
compléter I'échantillonnage vers des zones nonppod€es actuellement, et d'accroitre
considérablement I'effectif dd. regia surtout en Afrique de I'Ouest, particulierementsides
zones de contact des deux taxa, (2) de complésecdeactéristiques morphologiques par
I'observation des floraux, et (8 compléter cette étude par I'utilisation d’augéses nucléaires
pour voir leurs patterns et les comparer. Cela perende trancher sur la délimitation des especes

de ce genre.
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Annexe 1

Tableau comparatif des caractéristiques morpholazs différenciantl. excelsat M. regia

Trait morpho

M. regia

M. excelsa

Bibliographie

.Couronne plus petite, aplatie, vert

Arbre Couronne plus large, ronde et vert fonc P8 dire NYONG'O et al, (1994)
Limbe large et plutdt ronde imbe étroit et lon CHEVALIER (1917);
(Longueur/largeur = 1,4/1), profondémer‘hOn ueur/laraeur 9 1,7/1), peu corc éAUBREVILLE (1959);
cordé 9 geur=L.74).p NYONG'Oet al, (1994)

. . Feuilles alternes vert clair, avec ung
Feuilles alternes vert foncé, dures et pubescence trés fine sur la surface
ternes. Absolument glabres en-dessous ‘inférieure, 2 Paspect velouté, doucas
sauf quelques poils sur les nervures au touchér y compris chez Iés
I PrIREIpEES: vieilles feui’IIes CHEVALIER (1917);
Feuilles '

6 a 11 paires de nervures secondaires.

Nervations sur la face inférieure régulié
et finement réticulées. Nervilles saillant
et espaces inter-nervilles assez plats ef]
vertes pales

Pétiole court: 1 a 3 cm.

10 a 22 paires de nervures
secondaires

réervation sur la face inférieure ave
pdes alvéoles en haricot, crevassées
présentant une multitude de petits
poils. Nervilles non saillantes

Pétiole long:3a5cm.

AUBREVILLE (1959);
BERG (1977);
NYONG'O et al, (1994);
HAWTHORNE &
c JONGKIND (2006)
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NYONG'O et al, (1994)

Particularités
foliaires chez les

Croissance monopodiale et feuilles en
spirale

Croissance sympodiale et feuilles
disposées en deux rangées

BERG (1977)

juvéniles - - :
Nervure principale rouge Nervure principale jaune
Duramen blanc jaunatre ? Duramen jaune brun ? AUBREE (1959)
Bois Pas de différence de couleur ni de propriétés nigean WHITE (19664a)
Densité : 560 - 710 kg/m3 Densité : 550 - 750 kg/m3 OFORI (2007a,b)
Pas de différences entre fleurs males : calicecblang de 1,5 a 2 mm, AUBREVILLE (1959);
densément tomenteux a 4 lobes ovés deltoides BERG (1977)
Inflorescences méles longues de 13 cm brflorescences males longues de 17 NYONG'O et al, (1994)
moyenne cm en moyenne
. . , Calice des fleurs femelles : entourd a
Calice des fleurs femelles : entourés ou :
R : la base d'une collerette dense de
non a la base de quelques poils . .
longs poils raides
Inflorescences i . )
4 sépales charnus ovésd mm), 4 sépales charnus oblongs3 mm),
concaves, trés épais vers le sommet, | concaves, trés épais vers le sommet,a yBREVILLE (1959):
garnis de poils courts et raides sur la | garnis de poils courts et raides sur |a BERG (1977) ’
moitié supérieure moitié supérieure
Ovaire glabre, atténué a la base,
Ovaire glabre, sessile, style trés oblique substipité, surmonté d’un style inséré
un peu obliguement
En grappe de 2 a 3 unités Solitaires NYONG@Ql, (1994)
Infructescences| Dimensions : 8 cm x 12 cm Dimensions : 3 &5 cnbxcin BERG (1977)

Pas de différence entre les infructescences desespéces

AUBREVILLE (1959)




Annexe 2

Répartition potentielle des foréts tropicales liesidu centre d’endémisme Guinéo-congolBI(TE, 1979)

Annexe 3 :Purification de la réaction de séguencage

- ajouter 10 ul d’eau ultra pure stérile dans chamues

- transférer le tout dans un puit d’'une plague adaptéséquenceur (si la réaction n'a pas
été faite dans une de ces plaques)

- ajouter 2 ul ’EDTA 125 mM

- assurez-vous que les 2 pl sont dans le fond dyjparitune petite centrifugation
manuelle par exemple)

- ajouter 2 ul d’Acétate de sodium 3M

- assurez-vous que les 2 ul sont dans le fond dyjparitune petite centrifugation
manuelle par exemple)

- ajouter 50 ul d’éthanol 100%

- couvrir la plaguede fagon_parfaitementhermétique !)

- mélanger le tout en la retournant 4 a 5 fois mdeoment

- laisser incuber minimum 15 minutes

- centrifuger la plaque 30 minutes a 25t a 4°C)

- retirer le collant, jeter le surnageant(en retontrd secouant un peu la plague a
I'envers au-dessus de I'évier) inverser ensuifdgue dans la centrifugeuse sur du
papier absorbant (attention a en mettre assezrgopas baignez les blocks de la
machine dans l'alcool !)

- centrifuger 10 secondes a 1§0

- ajouter 70 ul d’éthanol 70% dans le puit

- couvrir la plaguede fagon parfaitement hermétique)

- mélanger le tout en la retournant 4 a 5 fois mdeoment

- centrifuger la plaque 15 minutes a 1@p(@&t a 4°C)

- retirer le collant, jeter le surnageant (en retantret secouant un peu la plague a
I'envers au-dessus de I'évier) inverser ensuif@dgue dans la centrifugeuse sur du
papier absorbant (attention a en mettre assezropas baignez les blocks de la
machine dans I'alcool !)

- centrifuger 10 secondes a 1§0

- placer la plaque 45 minutes dans I'étuve a 37°@r peen sécher I'éthanol

- redissoudre le culot sec dans 12 ul de formamide



