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INTRODUCTION

Dans le contexte actuel de la crise de la biodiversité, (pertes de biodiversité
comparables a celles que la Terre a connues au cours des cing extinctions majeures du
Phanérozoique d’aprés Leakey & Levin (1995), les scientifiques s’attachent a étudier les
facteurs responsables de I'origine, du maintien et de la diminution de la diversité biologique.
Détecter I'origine de la diversification du vivant pourrait en effet s’avérer capital pour la
mise en ceuvre des plans de conservation de la biodiversité, car a défaut d’'une conservation
intégrale de la biodiversité, on pourrait protéger en priorité certains centres de
diversification, considérés comme essentiels aux écosystemes, d’un point de vue
patrimonial, fonctionnel ou économique, selon les objectifs des gestionnaires.

En étudiant la diversité du vivant a I’échelle moléculaire, I'analyse des processus
évolutifs des especes devient plus fine et plus complexe. En effet, le développement des
techniques de biologie moléculaire (marqueurs microsatellites notamment) utilisées en
génétique des populations, permet aujourd’hui d’étudier I’évolution de la variation
génétique dans le temps et dans |'espace, pour mieux comprendre la dynamique des
especes. |l est alors possible de mettre en évidence une structuration génétique au sein des
aires de répartition des especes et d’'inférer les processus de dispersion ayant conduit a la
diversité inter et intra spécifique observée actuellement. En bref, I'étude de la génétique des
populations dans la conservation a pour intérét de définir de maniére objective des unités
de gestion et des unités évolutives significatives pour une meilleure survie des populations
et de proposer des plans d’'aménagement a court et long terme (Brooks et al. 2006).

C’est dans cette optique que s’inscrit la thése de Stéphanie Dafreville « Dynamique
de dispersion d’espéces structurantes des écosystémes forestiers, les Sapotacées, a
différentes échelles spatiales et temporelles » intégrée au projet GECOVA financé par la
région Réunion. Stéphanie poursuit sa deuxieme année de thése au CIRAD de St Pierre
(Réunion) sous la direction de Marie Hélene Chevallier, chercheuse en génétique. La these
comporte 2 axes principaux de réflexion :

- I'étude des relations phylogénétiques entre les especes de Sapotacées de
I'archipel des Mascareignes dans le but de retracer I'histoire de la colonisation des
Sapotacées dans ces iles. Existe-t-il des connections intra ou inter spécifiques entre les iles,
résultant de processus évolutifs passés (différenciation et/ou spéciation) et pouvant
expliquer la distribution actuelle des Sapotacées de I'archipel des Mascareignes ?
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- I'étude de la diversité génétique des Sapotacées a |'échelle de la Réunion
afin de dégager d’éventuelles structurations spatiales, résultant des différentes voies de
colonisation empruntées par |'espéce

L'lle de la Réunion est un site particulierement bien adapté a I'étude de I'évolution
des espéces de par son caractere insulaire et son appartenance a l'archipel des
Mascareignes, formations volcaniques relativement récentes (datées du Pliocene i.e.
guelques millions d’années). En outre, Madagascar et les archipels des Comores, Seychelles
et Mascareignes, dont fait partie la Réunion, sont considérées comme un des 34 hotspots de
biodiversité mondiale (cf. annexe 1) Myers et al. (2000), ce qui explique I'intérét écologique
gu’elles suscitent. Un hot spot est un centre de fort endémisme trés menacé.

L'objet de mon stage, centré sur le deuxiétme axe de la thése, concerne la
phylogéographie de Sideroxylon majus a I’échelle de la Réunion, espece structurante des
foréts de la Réunion, menacée d’extinction. Afin d’apporter des éléments complémentaires
nécessaires a I'étude de la dynamique de S. majus, I'analyse de la structuration spatiale des
trois autres especes de Sapotacées de I'lle, Mimusops balata, Sideroxylon borbonicum et
Labourdonnaisia calophylloides sera également abordée, mais de maniére plus succincte. La
phylogéographie se définit comme I'étude des relations entre la phylogénie de variants
(déterminés a I'aide de marqueurs moléculaires, de types microsatellites dans notre cas) et
leur distribution géographique, afin de vérifier si les populations les plus proches
géographiquement le sont aussi phylogénétiquement (Avise, 1987). Ces informations
servent a délimiter des foyers d’individus semblables d’'un point de vue génétique, a partir
desquels il est possible d’envisager des scénarios de colonisation de |'espace par les
Sapotacées et de mettre en évidence les différenciations intra et inter spécifiques qui en
découlent. En résumé, la phylogéographie integre I'information géographique et génétique
pour inférer I’histoire démographique et les processus évolutifs des especes.

Les premieres études phylogénétiques menées sur I'espéce S. majus et basées sur le
polymorphisme du marqueur microsatellite chloroplastique NTCP3, ont suggéré que cette
espéce s’est installée en deux temps sur I'ensemble de I'lle, avec probablement un effet
fondateur sur le massif récent du Piton de la Fournaise (Dafreville, 2010). Les données
appuyant cette hypothése sont en annexe 2. L'objectif principal de mon stage est de
confirmer ou non cette hypothése, en augmentant le nombre d’amorces microsatellites
chloroplastiques utilisées et en comparant la variabilité génétique chez trois autres espéces
de Sapotacées: M. balata, L. calophylloides et S. borbonicum (borbonicum et capuronii).
Cette étude souléve plusieurs questions :

- Comment le patrimoine génétique est il distribué au sein de I'lle ? Existe-t-il une

structure génétique spatiale inter et intra spécifique ?

- Quels sont les facteurs environnementaux pouvant expliquer la diversité

génétique ?

13
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1- CADRES CONCEPTUELS ET OBJECTIFS

1.1 Le CIRAD : UN ORGANISME DE RECHERCHE AU SERVICE DU DEVELOPPEMENT
DURABLE

1.1.1 OBIJECTIFS

Le CIRAD est le Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique
pour le Développement. C'est un établissement public a caractere industriel et commercial,
placé sous la double tutelle du ministere de I'Enseignement supérieur et de la Recherche et
du ministére des Affaires étrangeres et européennes.

La mission premiére du CIRAD est de « contribuer au développement rural des
régions chaudes, par des recherches et des réalisations expérimentales, principalement dans
les secteurs agricoles, forestiers et agroalimentaires », conformément a son statut défini par
le décret du 5 juin 1984.

Le CIRAD a le statut d'établissement public a caractere industriel et commercial (EPIC)
c'est-a-dire que la comptabilité et la gestion du personnel dépendent du droit privé bien qu'il
soit sous le contréle de I'Etat. Une partie de ses budgets provient directement de fonds
publics (les deux tiers) et le reste des financements doit étre trouvé par le CIRAD. Le budget
annuel est de 208 millions d'euros (chiffre de 2010). Ses activités s’inscrivent dans le
programme « Recherche dans le domaine de la gestion des milieux et des ressources » de la
loi de finances de I'Etat.

1.1.2 ORGANISATION

Le CIRAD a son siége social a Paris. Le plus grand centre de recherche se trouve a
Montpellier ou travaillent 1100 personnes dont 600 chercheurs. Ce centre est en plus
incorporé dans un ensemble scientifique plus vaste : Agropolis International. Le CIRAD est
également présent dans les DOM (Guadeloupe, Martinique, Guyane, Réunion, Mayotte qui
deviendra un DOM en 2011), et dans une cinquantaine de pays au total. Il a des activités en
partenariat avec plus de 90 pays. En tout, il y a 1800 agents, dont 800 chercheurs.

Le fait que le CIRAD possede des centres de recherche dans de nombreux pays lui
permet d'étre au plus prés des acteurs locaux et des administrations des pays concernés.
Néanmoins, cela entraine aussi des lourdeurs et des délais pour toutes les démarches
administratives qui doivent bien souvent repasser par le centre de Montpellier.

Le CIRAD-Réunion est organisé en trois poles de recherche :

- Le péle de protection des plantes (3P), composé de quatre partenaires :
I'Université de la Réunion, le Service de la Protection des Végétaux, la Direction de
I’Agriculture et de la Forét (responsable des contréles phytosanitaires aux frontiéres), et la
Fédération Départementale des Groupements de Défense contre les Organismes Nuisibles
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(syndicat professionnel agricole). Le CIRAD et I'Université sont regroupés au sein de 'UMR «
Peuplements végétaux et bio-agresseurs en milieu tropical » (PVBMT). C'est au sein de
cette UMR que j’ai effectué mon stage.

- Le pole qualité des productions agricoles et alimentaires tropicales (KAPPA), qui a
pour but de construire des itinéraires techniques garantissant la qualité et la tracabilité des
produits, du producteur au consommateur.

- Le pole risque environnemental, agriculture et gestion intégrée des ressources
(REAGIR) qui étudie les interactions entre développement agricole et milieu naturel et le
contexte social dans lequel elles s’inserent.

1.1.3 L’UMR PVBMT

L'UMR est structurée en cing équipes de recherche au sein de trois champs
thématiques : génomique et épidémiologie des agents pathogenes émergents, complexe
d'espéces et génes d'intérét, dynamiques écologiques en milieux insulaires (c'est le champ
thématique qui nous concerne).

Le service qui m'accueille est constitué d'une chercheuse en génétique, Marie-Hélene
Chevallier, d’'un maitre de conférences, Olivier Flores, de deux techniciens, Eric Riviére et
Gérard Lebreton et d’une thésarde, Stéphanie Dafreville, qui a supervisé mon stage. Le
responsable de I'équipe, Thierry Pailler, est maitre de conférences a I'Université de la
Réunion.

Lors des sorties terrain pour la collecte d’échantillons, j‘étais accompagné de Gérard
et/ou Eric. Stéphanie m’a initié aux manipulations en laboratoire (PCR, électrophoreéses,
génotypage) et m’a aidé a analyser et interpréter les résultats. Enfin, Marie Hélene, en tant
qgue chef d’équipe, a veillé au bon déroulement global de mon stage (cadrage des objectifs,
suivi de I'état d’avancement, ambiance générale au sein de I'équipe...)

1.2 L’ILE DE LA REUNION : UN CADRE D'ETUDE ADAPTE AU SUIVI DES PROCESSUS
EVOLUTIFS DES ESPECES

La Réunion est une fle volcanique du Sud-Ouest de I’'Océan Indien, située a 21°10’S —
53°30’'W, a environ 700 km a I'Est des cOtes malgaches. Elle est le dernier maillon des séries
volcaniques du Nord de I'Inde (séries les plus récentes a 99 et 83.5 Ma) des Trapps du
Deccan (66-65 Ma), des Lacadives, des Maldives (60 Ma), de Chagos (50-40 Ma) et du
plateau des Mascareignes (30 Ma). (Fig. 1) (Duncan, 1981 ; Morgan, 1981 ; Courtillot et al.,
1986).
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L'lle est constituée de deux volcans, le Piton de la Fournaise encore en activité, et le
Piton des Neiges. A ces deux édifices, s’ajoute un troisieme volcan ; le volcan des Alizés. (cf.
fig. 2). De profondes ravines et des cours d’eau cisaillent les versants de ces formations
géologiques, et des lignes de crétes se dessinent a partir des crateres des volcans.

Le fort gradient altitudinal et les conditions climatiques variées ont favorisé la
formation de nombreuses niches écologiques et par conséquent le développement d’une
multitude d’espéces, formant des écosystemes uniques (cf. fig. 3). Ainsi, avec encore 30%
d’habitats indigénes peu ou pas perturbés par I'homme (contre seulement 5% a lile
Maurice) (Strasberg et al., 2005), la Réunion représente I'ille la mieux conservée de |'archipel
des Mascareignes. On y dénombre 836 taxons indigénes dont 232 espéces végétales sont
connues uniquement dans I'lle, ce qui représente un taux d’endémisme strict de 28 % pour
la flore vasculaire (CBNM, 2008).

Le caractére insulaire de la Réunion offre des perspectives intéressantes en biologie
évolutive dans le sens ou il nous est plus aisé d’observer et interpréter les processus
écologiques ayant conduit a la mise en place d’une telle biodiversité sur un territoire d’une
taille relativement réduite, et dont les histoires écologique et géologique sont fortement
imbriquées avec celles des autres formations géologiques de I'archipel des Mascareignes.
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FIGURE 3 : CARTE DE LA VEGETATION DE L’ILE DE LA REUNION (TIREE DE STRASBERG ET AL.,
2005)
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1.3 APPORT DES MARQUEURS MICROSATELLITES DANS L'ETUDE DE LA DYNAMIQUE
SPATIO-TEMPORELLE DE LA VEGETATION

1.3.1 DEFINITION

Les microsatellites (ou SSR: Simple Sequence Repeats) sont des segments d’ADN
constitués de nombreuses répétitions en tandem d’une séquence de 2 a 10 paires de bases a
« motif » court. Ils sont abondants dans le génome et souvent rencontrés dans les régions
non codantes. Les microsatellites appartiennent a la classe de marqueurs VNTR (Variable
Number of Tandem Repeat). En effet, ils présentent un degré de polymorphisme tres élevé,
basé sur le nombre d’unités de répétitions, ce qui en fait de trés bons marqueurs
moléculaires.

1.3.2 UTILISATION DES MARQUEURS MICROSATELLITES

Actuellement, I'étude des marqueurs microsatellites constitue une des méthodes les
plus performantes en génétique des populations du fait de trois de leurs propriétés,
essentielles au suivi de I’évolution d’une espece. En effet, ils sont :

- neutres vis-a-vis de la sélection (1)
- tres polymorphes (2)
- codominants (3)

(Zane et al.,2002).

(1) Les marqueurs situés dans des régions codantes vont étre soumis a la sélection de
par le fait que les génes vont conférer ou non un avantage sélectif a I'individu considéré.
L'utilisation de marqueurs sous effets de la sélection pourrait alors masquer la structure des
populations, puisque seuls les alleles* ayant été sélectionnés seront conservés (Kaeuffer,
2008). Les microsatellites, étant retrouvés au niveau des régions non codantes du génome,
échappent aux contraintes sélectives, le polymorphisme de leurs séquences est alors
retrouvé a la descendance, ce qui permet une bonne appréciation de I’évolution des
microsatellites.

(2) La variabilité élevée des séquences microsatellites (i.e. le polymorphisme) peut
s’expliquer par un mécanisme intervenant lors de la réplication de I’ADN : le glissement de la
polymérase provoquerait un ré appariement décalé des brins du fait du caractéere répété des
séquences nucléotidiques. Cf. fig. 4
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(3) La codominance d’un marqueur est intéressante lorsque la population étudiée est
diploide puisqu’on peut alors distinguer les hétérozygotes des homozygotes, et donc
approfondir les analyses. Dans notre cas, cette propriété n’est pas utile puisque notre étude
se porte sur I’ADN chloroplastique qui ne possede qu’un seul brin.

Le polymorphisme de taille des microsatellites apporte différentes informations :
Outre le fait de déterminer les différents génotypes dans une méme population, il est
possible d’avoir un apercu des événements mutationnels passés en comparant deux
séquences microsatellites ; plus la différence de taille est grande entre les alléles, plus il
devrait y avoir d’évenements de mutations depuis I'ancétre commun, ce qui correspond a
une mémorisation des mutations antérieures (Hardy et al., 2003).

En résumé, la précision apportée par ces marqueurs permet de détecter s’il existe
des populations en cours de différentiation et isolées géographiquement ou écologiquement
(Cosson et al. 2006), d’ou leur utilisation en biologie évolutive.

1.3.3 INTERET DES MICROSATELLITES CHLOROPLASTIQUES

Les marqueurs chloroplastiques constituent donc un outil idéal dans les études de
génétique des populations et en particulier pour la phylogéographie. En effet, contrairement
aux marqueurs nucléaires, les marqueurs chloroplastiques montrent généralement une forte
structuration géographique chez les plantes (Petit et al., 1993).

En effet, les génomes chloroplastiques sont a hérédité maternelle chez les
angiospermes, ce qui facilite I'étude des voies de colonisations de |'espéce, puisque les flux
de genes, limités a la dispersion des graines, sont par conséquent réduits (i.e. les flux de
pollen n’interviennent pas dans I'étude). L’analyse du polymorphisme dans les génomes
transmis uniquement par les graines nous autorise ainsi a retracer les voies de recolonisation
suivies par les "lignées" représentant différents centres de diversité génétique.

En outre, contrairement au génome nucléaire et mitochondrial, I’ADN
chloroplastique (ADNcp) ne subit pas de recombinaison lors de la méiose facilitant ainsi la
reconstruction de la généalogie des différents variants génétiques. Malgré un taux de
mutation beaucoup plus faible que 'ADNnc, et donc une évolution plus lente que le
génome nucléaire, 'ADNcp permet d’effectuer des études de phylogéographie intra
spécifique chez les arbres forestiers. Enfin d’un point de vue pratique, I’ADNcp est abondant
dans les cellules, ce qui facilite I'optimisation de la réaction d’amplification des séquences
chloroplastiques.

Ces propriétés font de ’ADNcp le marqueur de prédilection pour la phylogéographie
surtout pour les espéces a dispersion de graines limitée en raison de la faible mobilité de
I'agent de dispersion (gravité, petits oiseaux ou mammiferes...) telles que les Sapotacées
(Koffi, 2010).
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Cependant, comme le précise Guillaume Koffi, 2010, dans sa these, il peut y avoir des
obstacles a I'exploitation des séquences d’ADNcp. En effet, des études basées sur le
polymorphisme de longueur des microsatellites de ’ADNcp ont révélé des réseaux avec des
haplotypes homoplasiques. L’homoplasie se définit par des haplotypes identiques par état
mais non issues d’ascendants communs.

1.4 LA PHYLOGEOGRAPHIE EN MILIEU INSULAIRE : ETAT DE L’ART SCIENTIFIQUE

La phylogéographie se définit par I'étude de la distribution géographique des
populations d’une espece, ou d’especes proches, par la reconstitution de leur phylogénie.
Par suite, cette approche permet de décrire I’évolution des espéces et déceler d’éventuels
processus de spéciation en cours. Il semble donc nécessaire auparavant de faire le point sur
les définitions du concept d’espéce et les mécanismes de différenciation et spéciation.

1.4.1 NOTIONS SUR LES PROCESSUS EVOLUTIFS

LA SPECIATION

La notion de spéciation n’est pas encore clairement définie du fait de la difficulté a
délimiter le concept d’espéce et donc a identifier I'émergence de nouvelles espéces.

NOTION D’ESPECE

La définition d’espéce ne peut étre absolue puisqu’il existe un continuum de degrés
de séparation du vivant en entités distinctes (Kobmoo, 2009). Cette ambigiité a amené les
scientifiques a considérer le concept de I'espece en trois sous notions : la notion d’espece
taxonomique, d’espece évolutive et d’espece biologique.

L’espece taxonomique (ou morphologique) est la plus intuitive puisqu’elle réunit tous
les individus possédant des caracteres morphologiques semblables (Bray, 2009).

L'espece évolutive se base aussi sur les caracteres morphologiques mais inclue la
notion d’histoire évolutive commune a un ensemble de populations fossiles. Il s’agit alors ici
de classer le « vivant » des temps passés.

C'est la troisieme définition de I'espece qui intégre le mieux les processus de
spéciation. En effet, I'espéce biologique définit les espéces comme des «groupes de
populations reproductivement isolées les unes des autres par des mécanismes d’isolement »
(Kobmoo, 2009).
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SPECIATION

Le concept de spéciation est intimement lié a celui d’évolution des especes. L'un des
fondements de la théorie moderne de I’évolution est la théorie de la sélection naturelle
introduite par Darwin en 1859. Cependant, cette théorie a fait I'objet de nombreuses
controverses. Les critiques sont portées sur le fait que la sélection naturelle ne peut
expliquer a elle seule I’évolution des especes puisque les espéces constituent souvent des
unités biologiques discrétes alors que la sélection naturelle est censée conduire I’évolution
de maniere graduelle. La spéciation pourrait donc étre découplée de la sélection naturelle et
comportait des étapes non adaptatives.

Afin d’affiner la théorie darwinienne, les recherches sur la spéciation se basent
maintenant sur la notion d’espéce biologique et portent donc sur les mécanismes a |'origine
de l'isolement reproducteur. La spéciation pourrait alors se définir comme «le processus
évolutif par lequel des espéces biologiques distinctes apparaissent a partir d’un ancétre
commun» (Kobmoo, 2009).

LA DIVERSIFICATION

On définit une diversification comme tout processus contribuant a générer la
diversité du vivant quel que soit le niveau (morphologique, moléculaire, taxonomique, etc.).
En ce sens, la spéciation en elle-méme est un processus de diversification aboutissant a
I’apparition de nouvelles especes.

LES MECANISMES DE SPECIATION

Il existe deux principaux types de spéciation, tous deux liés au phénomeéne
d’isolement reproducteur. Les mécanismes a l'origine de l'isolement reproducteur sont
multiples et pourraient étre classés en deux catégories majeures : ceux évoluant par
sélection (naturelle et sexuelle) et ceux évoluant par dérive * (Kobmoo, 2009).

SPECIATION ALLOPATRIQUE

La spéciation allopatrique est probablement la plus courante. Elle se produit entre

des populations qui ont été isolées dans l'espace, par fragmentation de I’habitat ou
migration, et qui du fait de ces obstacles ne peuvent plus échanger de matériel génétique.
Cet isolement reproductif du a des circonstances externes permet une évolution
indépendante et une divergence des populations, qui finissent par acquérir un isolement
reproductif.
Les barrieres géographiques responsables de la fragmentation des aires de répartition des
especes ont diverses origines : mouvements des plagues ou modification du cours d'un
fleuve, assechement d'un lac, apparition d'une mer, une faille, une montagne, glissements
de terrain... (cf. fig. 5)
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FIGURE 5 : SCHEMAS DE SPECIATION SYMPATRIQUE ET ALLOPATRIQUE (SOURCE :
WWW.ECOFOG.GF/D0CS/LICENCEBGS/SPECIATION.PDF)
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SPECIATION SYMPATRIQUE

Ce mode de spéciation est moins facile a intégrer puisqu’il suggére que le processus
amenant a la création de deux especes a partir d’'une méme population se fait avec d’autres
facteurs que la barriere géographique.

Les changements de ploidie, par exemple, peuvent servir de telles barrieres (un
tétraploide qui apparait dans une population diploide, par exemple). L'un des problémes
rencontrés par les polyploides nouvellement formés est le manque de partenaires pour la
reproduction : un croisement entre un individu diploide et un individu tétraploide donnera
des triploides, qui ont généralement une fécondité tres réduite. Cependant, de tels individus
peuvent contourner ce probleme s’ils sont capables de se reproduire en autofécondation.
(cf. fig. 5)

1.4.2 DIVERSITE ET STRUCTURATION GENETIQUE

Le processus de spéciation peut étre considéré comme I'émergence de nouvelles
especes suite a I'action des forces évolutives (dérive, mutation, sélection diversifiante) sur
un long terme a partir d’'un taxon ancien. D’ou les mécanismes a |'origine de la diversification
des especes sont de méme nature que ceux qui gouvernent la diversité génétique intra-
spécifique (Dyer & Nason, 2004). Ces mécanismes opérent a une échelle de temps plus
longue pour aboutir a une spéciation que pour engendrer la diversité intra-spécifique.
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1.4.3 PHYLOGEOGRAPHIE DES ARBRES TROPICAUX

Chez les arbres, la distribution des géenes n'est possible que par la dispersion de
pollen et de graines. Lorsque les populations sont démographiquement stables, elles
échangent des génes de fagon constante, différents modeéles théoriques permettent de
prédire leur structure génétique spatiale.

Les estimations de la diversité génétique des populations d’arbres et de leur
structure spatiale fournissent des informations clés sur |’existence ou non de flux de genes
entre ces populations (Ouborg et al., 2006; Pertoldi et al., 2007). Dans le cas ou les flux de
génes sont limités, les arbres forestiers peuvent étre caractérisés par les modeles
d’isolement par la distance (IBD) (Vekemans & Hardy, 2004). Les structures génétiques
spatiales sont souvent le résultat d’agrégation d’individus apparentés, conséquences d’un
équilibre entre flux de génes limités et dérive génétique locale (Wright, 1943). Dans ce cas le
taux d’apparentement entre individus diminue avec la distance géographique séparant les
individus (Hardy and Vekemans, 1999; Rousset, 2000).

Les avancées récentes de nos connaissances sur I’histoire des foréts sont basées sur
I'intégration toujours plus poussée des données fossiles et génétiques disponibles pour les
arbres. Les informations concernant la rapidité de colonisation de la forét ou sa capacité a se
maintenir quand les conditions deviennent défavorables sont particulierement importantes
pour modéliser la distribution future des foréts.

Grace a des approches interdisciplinaires, la capacité a reconstruire I'histoire des
foréts a beaucoup progressé. De nombreux travaux de recherche se sont penchés sur la
phylogéographie des foréts en milieu tempéré ; par exemple les travaux de Petit et al. 2008,
sur la caractérisation de la structure génétique de populations d’épicéas, ont montré que ces
arbres avaient survécu a des latitudes plus importantes qu’on ne I'imaginait jusqu’ici lors du
dernier maximum glaciaire, il y a 18000 ans. Magri et al., 2006 ont abordé I’histoire
européenne du hétre en retracant I'expansion postglaciaire des hétraies a travers I'Europe.
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Cependant, il y a évidemment des limites a ces « lecons du passé ». En particulier, il
n’est pas possible de retrouver, dans I'histoire de la planéte, des climats et des conditions
rigoureusement analogues a celles qu’on connait aujourd’hui ou qu’on subira demain.
Néanmoins, l'intérét de valider les modeles de dynamique des foréts avec les climats du
passé reste entier car ils couvrent une gamme tres large de conditions, dont certaines tres
différentes de celles trouvées aujourd’hui.

Actuellement, quelques études concernant la dynamique de structuration de la
diversité chez les arbres tropicaux africains sont en cours (Dauby & Koffi et al., 2010). lI n’y a
a ce jour pas de travaux de phylogéographie centrés sur les foréts de I’archipel des
Mascareignes.

En conclusion de cette présentation de la phylogéographie, il ressort que les études
de phylogéographie végétale portent surtout sur I'évaluation des impacts d’événements
climatiques majeurs (les glaciations essentiellement) sur la distribution de la biodiversité. En
revanche, la phylogéographie des arbres tropicaux en milieu insulaire (ce qui concerne le
sujet du stage) n’en est qu’a ses débuts. Seules quelques publications abordent Ia
phylogéographie des arbres ou espéces ligneuses en milieu tropical.

1.5 OBJECTIFS DE L'ETUDE

L’objectif principal de ce mémoire est d’estimer la diversité génétique intra ile chez S.
majus et étudier sa structure dans lI'espace et le temps, afin d’identifier les facteurs
évolutifs responsables de la répartition de la diversité observée actuellement. L'espece S.
majus fait 'objet d’un intérét écologique majeur puisqu’il s’agit d’'une espéce structurante
de I'écosysteme forestier, qui, par I'exploitation massive de son bois est en voie de
disparition. L'ensemble des analyses réalisées sur les trois autres especes serviront donc
principalement a appuyer I'étude de la dynamique de S. majus. C'est pourquoi en paralléle
de I'étude, une approche interspécifique sera faite en tentant d’établir des relations entre
les processus évolutifs propres a chaque espece.

L’hypothése de départ explique la répartition de la diversité génétique observée chez
S. majus en fonction des formations géologiques majeures de la Réunion : le Piton de la
Fournaise et le Piton des Neiges. Le caractere singulier des conditions du milieu de I'lle
apparait comme déterminant dans I'élaboration des scenarios de colonisation du territoire
par S. majus. C'est pourquoi les analyses de la structuration spatiale génétique vont étre
corrélées a une analyse du milieu naturel.

Il va donc s’agir ici d’utiliser les différents outils de la génétique des paysages dans le
but d’identifier les discontinuités génétiques qui correspondent soit a des zones de rupture
de flux de génes dont les causes sont a déterminer, soit a des zones de contact entre deux
populations initialement isolées. La mise en évidence de ces discontinuités génétiques est le
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plus souvent obtenue par des approches bayésiennes de regroupement. Les barriéres
géographiques se matérialisent généralement par des mers, des fleuves, des montagnes, et
des zones ouvertes ou perturbées. La présence de barrieres reproductives pourrait résulter
d’adaptations divergentes a des variations des conditions environnementales Ainsi, la
superposition des groupes obtenus par Geneland avec des données géographiques et
climatiques complétée par des analyses statistiques spatialisées permet de choisir
I’hypothése expliquant au mieux les résultats obtenus et ainsi de comprendre les facteurs
influencant la structure de la diversité génétique. Ces derniéres approches rendent compte
de I'impact des conditions environnementales passées et contemporaines sur la structure de
la diversité génétique a I’échelle de régions. Dans une population donnée, les processus de
colonisation sont liés aux traits d’histoire de vie des espéces dont certains assurent un réle
majeur dans le maintien de la diversité génétique. En effet, étant donné le statut précaire de
chaque population, la survie des espéces est en partie assurée par la migration et la
colonisation de nouveaux habitats. La colonisation désigne ici I'établissement d’une
population dans un site vierge de cette espéce (Born C., 2007).
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Savane et forét semi-séche
Forét humide de basse et moyenne altitude

Forét d'altitude
Landes de haute altitude

FIGURE 6 : CARTES DE LA VEGETATION INDIGENE AVANT LA COLONISATION HUMAINE ET AUJOURD'HUI
(p'aPRES CADET, 1980)
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2- MATERIEL ET METHODES

2.1 MATERIEL BIOLOGIQUE ET SITE D’ETUDE

2.1.1 LES FORETS DE L’ILE DE LA REUNION : ETAT DES LIEUX ET DIVERSITE
GENETIQUE DE LA STRATE SUPERIEURE DE LA VEGETATION

Depuis les années 1990, une part importante des foréts tropicales restantes n’est
représentée que par des foréts secondaires ou des vestiges de foréts (Wright and Muller-
Landau, 2006). L'un des principaux impacts humains sur les foréts tropicales est la
suppression de la couverture végétale originale et son remplacement par un autre type
d’occupation du sol (Bogaert et al., 2008).

Sur I'lle de la Réunion, le développement des champs de caféiers a partir du milieu du
18°™° siécle, puis la culture de la canne a sucre encore trés intense aujourd’hui, ont
largement contribué a la dégradation des foréts primaires comme le montre le recul de la
végétation du a l'activité anthropique illustré en figure 6. Cette déforestation a eu pour effet
la fragmentation du paysage forestier, processus défini comme une rupture dans la
continuité des habitats, entrainant la perte d’habitat, I'isolation des taches et I'effet de
lisiere (Bogaert, 2000). Par l'augmentation de la densité relative des lisieres, la
fragmentation peut amener une modification de la composition en especes de chaque
fragment, en général au détriment des espéces les plus spécialisées (Pereboom, 2006). Or,
dans un milieu insulaire isolé tel que la Réunion, ce sont les espéces indigenes qui sont les
plus sensibles a ces perturbations, du fait de leur capacité d’adaptation relativement réduite,
et de leur compétitivité moindre comparée a celle des espéces exotiques.

D’un point de vue génétique, les effets de la fragmentation de la forét réunionnaise
ont été abordés pour I'espece S. majus, lors du stage M1 de Guillaume Payet au CIRAD, en
2010. Son mémoire présente les conclusions suivantes :

- la fragmentation n’affecte pas la variabilité et la différenciation génétique
entre les populations, car malgré la perte d’individus méres, la reproduction est assurée. Il
semblerait que les insectes pollinisateurs soient capables de prospecter sur de plus grandes
distances.

- cependant, il semblerait qu’a I’échelle des cohortes, on ait une
différenciation génétique et une augmentation du taux de consanguinité dans la
descendance des populations fortement exploitées, comme dans la forét des Makes.

Ces résultats montrent que I'évolution génétique de S. majus des Sapotacées tend
progressivement vers une diminution de sa diversité. L’écart important observé entre les
adultes et les régénérations laisse entrevoir un danger pour les générations futures, qui
seront alors moins aptes a s’adapter a un changement des conditions du milieu.
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Aux effets de la fragmentation du couvert forestier, s’ajoutent deux autres menaces
pour la végétation indigene de l'lle ;

- la prolifération des espéces envahissantes (résultant de I'introduction d’especes
exotiques invasives). Le raisin marron (Rubus alceifolius), la liane papillon (Hiptage
benghalensis), le goyavier (Psidium cattleianum) et le longose (Hedychium gardnerianum)
sont les principales pestes végétales causant des dégats importants sur I'lle de la Réunion.
(sur les flancs de ravines en particulier, on voit trés nettement se dessiner des « tapis » de
végétation formés par ces espéces.) cf. annexe 3

- la perte des disséminateurs indigénes (oiseaux, tortues...).

2.1.2 LES SAPOTACEES, ESPECES STRUCTURANTES DES FORETS REUNIONNAISES

PRESENTATION GENERALE

Les Sapotacées constituent une famille de plantes dicotylédones comprenant plus de
1200 espéces réparties en 53 genres (Govaerts et al., 2001, dans Bartish et al., 2005). Ce sont
des arbres ou arbustes a feuilles persistantes que I'on retrouve essentiellement en milieu
tropical (cf. annexe 4)

Les plus populaires sont le karité (Vitellaria paradoxa) et I'arganier (Argania spinosa)
puisqu’ils font I'objet d'une forte utilisation commerciale : respectivement le beurre de
karité et I'huile d'argan.

On dénombre aujourd’hui 3 sous familles : Sarcospermatoidées ; Chrysophyloidées ;
Sapotoidées. Aux Mascareignes, 3 genres de la sous-famille des Sapotoidées sont
représentés par des espéces indigenes : Mimusops, Labourdonnaisia et Sideroxylon.

Certaines de ces especes (celles possédant des gros fruits, comme S. majus ou M.
balata) sont des espéces structurantes (ou « dryades ») de la forét réunionnaise, lui
conférant son aspect organisé. Elles forment un couvert forestier, constituent une source de
nourriture (leurs fruits pour les oiseaux frugivores, ou bien leur nectar pour des oiseaux et
des insectes pollinisateurs), et servent de support a des espéces épiphytes.

Pour replacer la présentation des Sapotacées dans le contexte de |'étude de leur
dispersion au moyen de microsatellites a hérédité maternelle, il semble intéressant de
regrouper les especes en fonction de la taille de leurs fruits. En effet, les modes et facteurs
de dispersion des graines sont directement liés au type de fruits produits par I'arbre.
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FIGURE 7 : ARBRE ET FRUITS DE S. MAJUS (A) ET M. BALATA (B). CREDITS PHOTOS : JEAN-IMICHEL
SARRAILH
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- ESPECES A GROS FRUITS : S. MAJUS ET M. BALATA

S. majus :

S. majus communément appelé « Bois de fer », est une espéce dryade que I'on
retrouve dans la série mégatherme hygrophile héliophile (Cadet, 1977). C'est un grand arbre
de 15 a 20 m de haut, avec un tronc d’1 m de diametre (Friedmann, 1981). Ses feuilles,
groupées en bouquet a I'extrémité des rameaux, possédent un limbe elliptique, acuminé* et
mince a marge ondulée. Les fleurs sont hermaphrodites et se développent directement sur
les rameaux (floraison cauliflore). Les fruits sont des baies de 2 a 4 cm de diamétre, vert clair
avec de légéres ponctuations jaunes une fois matures. lls renferment généralement une
graine a tégument trés dur et tres épais (Friedmann, 1981) de la forme d’un crane humain
avec une face lisse et une face sculptée. Avant d’étre classé espéece protégée, le bois de fer
était tres utilisé pour son bois imputrescible dans la construction de maisons (Bordéres,
1991) et comme boisson rafraichissante (Cordemoy, 1895 ; Lavergne, 1990). Cf. fig.7a.
Comme pour le Tambalacoque (Sideroxylon grandiflorum) de I'ile Maurice, la régénération
naturelle chez le bois de fer est tres faible (Friedmann, 1981; Strasberg, 1996), ce qui
pourrait étre lié a la disparition de(s) I'espéce(s) disséminatrice(s). La raréfaction des
individus juvéniles de cet arbre de la famille des Sapotacées a été attribuée a I’extinction du
Dodo (cf. annexe 5) a I'lle Maurice (Raphus cucullatus) qui facilitait la germination et la
dispersion des graines (Vaughan & Wiehe, 1941 ; Temple, 1977). Sur I'lle de la Réunion,
existait une espéce d’oiseau proche du Dodo, le Solitaire (Threskiornis solitarius), d’assez
grande taille (environ 70 cm) et doté d’une faible aptitude a voler.

M. balata :

M. balata ou « Grand Natte » est un grand arbre (jusqu’a 20 m de haut) possédant
des feuilles lancéolées, vert sombre, coriaces* et glabres*, avec un pétiole court. Son écorce
est grisatre voire marron, épaisse et gercée longitudinalement. Les fleurs présentes de
novembre a février, sont axillaires, solitaires ou par trois, et ne se développent jamais sur les
vieux bois (Friedmann, 1981). Les fruits sont de grosses baies vert clair, de 5 cm de diamétre
environ qui peuvent contenir de 1 a 6 graines. Cf. fig.7b
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FIGURE 8 : ARBRE ET FRUITS DE LABOURDONNAISIA CALOPHYLLOIDES (A) ET SIDEROXYLON

BORBONICUM (B). CREDITS*PHOTQS 2 JEANIVIICHEL SARRAILH
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Ainsi, étant donné la taille des fruits de ces espéces, les modes possibles de
dispersion des graines sont la barochorie et I’hydrochorie. La zoochorie n’est a ce jour pas
envisagée ; on ne sait pas quels pourraient étre les agents disperseurs capables d’ingérer des
fruits de grande taille. Ces modes de dispersion suggerent une aire de répartition des graines
assez limitée dans I'espace. Cependant, les conditions environnementales de I'lle de la
Réunion (relief accidenté, fort gradient altitudinal, cyclones...etc.) peuvent se révéler
favorables aux dispersions de graines par |'action de la gravité ou de I'eau.

- ESPECES A PETITS FRUITS : SIDEROXYLON BORBONICUM BORBONICUM ET
CAPURONII

L’espéce Sideroxylon borbonicum (ou Bois de fer batard) se divise en deux variétés :

la variété capuronii, située entre 0 et 800 m d’altitude, et la variété borbonicum se
développant de 800 a 2000 m d’altitude. Les deux variétés sont assez communes.

Ce sont de petits arbres hauts de 5 a 8 m (variété borbonicum), pouvant atteindre 15
m de hauteur (variété capuronii). Les feuilles, avec un limbe elliptique, sont coriaces,
groupées a l'extrémité des rameaux, d’un vert clair chez la variété capuronii, d’un vert plus
foncé chez la variété borbonicum. Les fruits se présentent sous la forme de petites baies
vertes d’environ 1 cm de diametre, devenant rouge puis noire a maturité. Une pulpe collante
enveloppe la graine extrémement dure. Cette espéce est une post-pionniere, c’est donc une
des premiéres essences a repousser sur les coulées de lave.

- ESPECE A FRUIT INTERMEDIAIRE : LABOURDONNAISIA CALOPHYLLOIDES

Labourdonnaisia calophylloides (ou Petit Natte) est un arbre atteignant 20 m et plus
de hauteur, a tronc volumineux et court mais trés droit. La ramification latérale est étagée
au jeune age, crevassée, de couleur gris clair a blanchatre. Les feuilles a limbe obovale ou
elliptique, parfois a marge révolutée, sont vert sombre dessus, d'un vert plus clair ou
glauque dessous. Les jeunes feuilles se distinguent par une couleur rouge-violacée. Les fruits
sont des baies ovoides de 2 a 3 cm de longueur. Le Petit natte est endémique de la Réunion
et de Maurice.

Ces quatre especes se rencontrent dans la série mégatherme hygrophile, une des 4
grandes unités de végétation des foréts réunionnaises définies par Cadet, 1977 (cf. annexe
6). Chacune de ces formations représente le stade le plus complexe d’une succession de
groupements végétaux dont le premier est une communauté de Mousses et de Lichens,
premiers occupants des coulées de laves récentes. Cette succession de stades d’une
végétation de plus en plus riche en espéces et de plus en plus complexe constitue une série
dynamique. L’évolution et le profil de la série mégatherme hygrophile sont illustrés en
annexe 7.
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2.2 ECHANTILLONNAGE

Cing échantillons de chacune des quatre especes sont récoltés dans un maximum de
stations (correspondant a différentes populations) réparties sur toute l'ile. (cf. fig. 9). La
localisation et les noms de populations échantillonnées pour S. majus sont regroupés en
annexe 8.

Sur un individu géo-référencé, deux a trois feuilles sont récoltées. Lorsque les feuilles
ne sont pas accessibles, un petit morceau de cambium est prélevé a la place. Pour chaque
échantillon collecté, on note : I'espéce, le lieu et la date de la collecte, les coordonnées GPS,
la hauteur de l'individu ainsi que le diametre du tronc a hauteur de poitrine (i.e. 1m30), et
des remarques sur le stade phénologique. Toutes autres observations pouvant étre utiles
sont notées (pigmentation anormale du limbe, présence de poils...etc.).

Les sites d’échantillonnage sont choisis en fonction des précédentes campagnes et
des informations fournies (présence ou non de Sapotacées) par les gestionnaires de la forét
(ONF, Conservatoire du littoral) ou par des particuliers. Les différentes populations de I'ile
ont été définies sur la base des études précédentes qui ont mis en évidence des
différenciations génétiques marquées entre certaines régions de I'ile (Payet, 2010).

L'observation se fait dans un premier temps a la jumelle en empruntant autant que
possible les chemins accessibles en voiture ou 4x4. Une fois la zone d’intérét repérée, il est
nécessaire de parcourir plusieurs kilométres a pied dans la forét pour récolter les feuilles et
atteindre les arbres généralement difficiles d’accés, en bord de ravines par exemple.

Tableau 1 : Echantillonnage

Espéece Nombre d’individus collectés Nombre de populations

Sideroxylon majus 158 21
Mimusops balata 141 29
Labourdonnaisia calophylloides 146 31
Sideroxylon borbonicum 124 23

2.3 METHODES D’ANALYSES MOLECULAIRES ET MARQUEURS MICROSATELLITES
CHLOROPLASTIQUES
2.3.1 ExTRACTION DE L’ADN

L’ADN chloroplastique est extrait a partir du broyat de 20 mg de feuilles (ou
cambium) d’échantillons secs selon le protocole DNeasy Plant Mini du Kit Qiagen (cf. annexe
9).
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Tableau 2 : Description des trois mix d’amorces. La premiére ligne indique la taille en

paires de bases des fragments amplifiés pour chaque couple d’amorce. Le code couleur est
fonction du fluorochrome associé a I’'amorce Forward.

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
-
xX
s
ntcpl0
ntcp37
S
s ntcp40
ntcp8
0 ntcp9
-§ ntcp7
cemps | psba3123
Fluorochromes NED
-6 FAM
PET
VIC
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La qualité des extractions est vérifiée en effectuant une électrophoréese des produits
PCR issus de I’extraction ADN (cf. annexe 10) sur gel d’agarose a 2%. Apres migration a 110
volts pendant 1h, coloration au bromure d’éthidium BET (un agent intercalant) et rincage a
I’eau du gel, les résultats sont révélés aux UV (cf. annexe 11)

2.3.2 MARQUEURS MICROSATELLITES CHLOROPLASTIQUES

AMPLIFICATION DES REGIONS MICROSATELLITES

Les séquences microsatellites de I’ADN chloroplastique sont amplifiées par PCR, en
utilisant 3 mix de couples d’amorces marquées aux fluorochromes. (Cf. tableau 2)

La composition des mix a été choisie en fonction de la taille du fragment amplifié et
de la couleur de fluorescence des microsatellites, de fagon a pouvoir identifier les pics sur les
chromatogrammes fournis par le logiciel Genemapper. Les amorces CCMP 3 et CCMP 4 ont
par exemple été passées dans des mix différents, puisque dans le cas contraire, les
chromatogrammes auraient été illisibles. En effet, la longueur des fragments respectifs est
similaire (i.e. méme position sur le chromatogramme) et il n’est pas possible de différencier
les pics par leur couleur puisque le fluorochrome utilisé est le méme dans les 2 cas.

La principale raison qui nous a amené a tester ces fragments chloroplastiques est la
disponibilité des amorces universelles. Les amorces ont été testées sur ’ADNcp de S. majus,
et les régions amplifiées ont été passées au séquencage. Les résultats ont permis de mettre
en évidence un fort degré de polymorphisme pour ces régions microsatellites, qui ont donc
été sélectionnées en priorité pour cette étude. Les caractéristiques des amorces utilisées
sont détaillées dans le tableau 4.

Les conditions des réactions de PCR, réalisées selon le protocole du kit Type-it®
Microsatellite PCR (Qiagen, Inc), sont données dans le tableau 3.

Tableau 3 : Conditions des réactions de I'amplification des régions micro satellites

Préparation MIX Programme PCR
pour 1 puits (en pL) Dénaturation 95 °C 5 min
MM’ 5 Dénaturation 95 °C 30s
Amorce F 0,2 Hybridation 54 °C 1 min 30 28 cycles
Amorce R 0,2 Elongation 72 °C 30s
H20 2,6 Elongation 60 °C 30 mn
ADN 2 Etape finale 12 °C Infini

MM' contient : HotStarTaq® Plus ADN Polymerase, tampons Type It Microsatellite PCR a pH 8.7 (20°C)
avec 6 mM de MgCI2 et dNTPs

L'amplification a été conduite dans un thermocycleur PCR System 9700 (Applied Biosystems)
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Tableau 4 : Caractéristiques des 15 amorces chloroplastiques utilisées. Le code couleur du

tableau précédent est conservé. (SM = S. majus, LC = Labourdonnaisia calophylloides, MB =

M. balata, SBB et SBC = Sideroxylon borbonicum borbonicum et capuronii)

1:Bryanetal. 1999
2 : Weising-Gardner 1999
3 : Données non publiées

SBB/SBC : (T)10

Amorces Séquence Forward Séquence Reward Taille du fragment Motif microsatellite
ccMmP 32 CAGACCAAAAGCTGACATAG GTTTCATTCGGCTCCTTTAT 112 (M11
ccMp 42 AATGCTGAATCGAYGACCTA CCAAAATATTBGGAGGACTCT 126 (T)13
TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT AGGTTCCATCGGAACAATTAT 121 (©)7(M1o0
CCMP 6 2 CGATGCATATGTAGAAAGCC CATTACGTGCGACTATCTCC 103 (T)5C(T)17
TAGTGAACGTGTCA TTCGTCGDCGTAGTAAATAG 103 (Mi4
NTCP 3! AAGTCAAAAGAGCGATTAG TGATACATAGTGCGATACAG 196 (T)10
NTCP 7 * TGATCCCGGACGTAATCC CGAATCCCTCTCTTTCCG 175 (A)11
NTCP 8 ATATTG AGCTCGGTGG TCATTCGGCTCCTTTATG 251 (T)11
NTCP9* CTTCCAAGCTAACGATGC CTGTCCTATCCATTAGACAATG 237 (T)10
NTCP 10* TGCTGAATCGACGACCTA AATATTCGGAGGACTCTTCTG 120 (T)13
NTCP 19! AATCGTTG AGACGATGC GAAACCCATTCTTACCACAAG 165 (T)17
NTCP 37 * TTCCGAGGTGTGAAGTGG CAGGATGATAAAAAGCTTAACAC 142 (A)13
NTCP 40 * TAATTTGATTCTTCGTCGC GATGTAGCCAAGTGGATCA 150 (A)14
AGAGGGCGTTATTGCTCCTT CATGAACTAACCCACAACCATAAA 250-280 **
psbA3 411 3 TTTATGGTTGTGGGTTAGTTCA CCCTTTCCCTTTACTCCACT 250 *
*SM : (A)6T(A)18 **SM : (T)12

LC:(A)15 LC:(T)9

MB : (A)6T(A)10 MB: (T)9

SBB/SBC: (A)6T(A)15 MB: (T)8
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GENOTYPAGE DES PRODUITS PCR

Avant passage au séquenceur, les produits PCR sont dilués avec de I'eau HPLC (High
Pressure Liquid Chromatography). La gamme de dilution est fonction de I'espéce de
I’échantillon et des couples d’amorces utilisés. Pour le mix 1, les dilutions ont été faites au
1/100 pour Labourdonnaisia calophylloides et Sideroxylon borbonicum, au 1/10 pour
Mimusops balata et au 1/30 pour Sideroxylon majus. Pour les mix 2 et 3, la dilution des
produits PCR s’est faite au 1/10 pour les 4 espéces. 1ul de cette solution a été a nouveau
dilué dans 10,7ul de Formamide (F a -20°C) et 0,3uL de marqueur de taille (Genescan
AB500LIZ).

Pour chaque plaque PCR, contenant 96 puits, un individu témoin est défini par
« Run ». Un run correspond a I'analyse par le séquenceur de 16 échantillons, i.e. de 16 puits
de la plague PCR. Cela permet, lors de la lecture des pics sur Genemapper, de corriger
d’éventuels décalages dans la taille des microsatellites (« effet Run » du séquenceur).

Le génotypage a été effectué a I'aide d’'un séquenceur a 16 capillaires de type ABI
3130XL (Applied BiosystemsTM).

La lecture des pics a été réalisée grace au logiciel GENEMAPPER (ABI Prism, Version
3.0) puis vérifiée a I'ceil selon une méthode stricte.

2.3 ANALYSE DES DONNEES

2.3.1 DETERMINATION DES HAPLOTYPES

Les pics fournis par le logiciel Genemapper donnent la longueur en paires de bases
azotées des fragments ADN présentant le taux de fluorescence le plus élevé, donc
correspondant aux fragments microsatellites amplifiés par le couple d’amorces marquées au
fluorochrome. Les alléles de chaque individu sont alors déterminés en fonction de la taille du
pic observé pour le marqueur microsatellite concerné. On attribue ainsi pour chaque
individu une valeur d’alléle par locus. Cette série d’alléles constitue un haplotype.

Le nombre d’haplotypes détectés et leur fréquence dans les populations de chacune
des quatre espéeces de Sapotacées ont été déterminés a I'aide de Genalex 6.4, le module
d’analyses génétiques d’Excel.

2.3.2 DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DES HAPLOTYPES

On visualise la répartition haplotypique de chacune des populations échantillonnées
sur la carte de I'lle de la Réunion, a I'aide du logiciel ArcGIS.

2.3.3 RESEAU HAPLOTYPIQUE

Un réseau d’haplotypes a été construit selon la méthode de parcimonie avec le
logiciel Network 4.5 de Fluxus pour montrer les relations phylogénétiques entre haplotypes.
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2.3.4 STRUCTURATION SPATIALE DE LA DIVERSITE GENETIQUE ET PHYLOGEOGRAPHIE

La structuration géographique des haplotypes est testée grace au coefficient
d’apparentement de Loiselle (Pairwise Kinship coefficient, Loiselle, 1995), calculé avec le
logiciel SPAGEDI. Cet indice mesure le degré de ressemblance génétique par classe de
distances géographiques séparant les individus. 20 000 permutations entre haplotypes ont
été effectuées pour le test.
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Les parameétres de diversité et de différenciation ont été estimés a I'aide du logiciel
Permut. Ces parameétres incluent la diversité génétique moyenne au sein des populations
(hs), la diversité génétique totale (h;) et le coefficient de différenciation génétique entre les
populations (Gs), ainsi que les parametres équivalents (vs, vy, et Ngt) obtenus en prenant en
compte les similarités entre haplotypes (i.e. la distance phénétique, ou nombre de
différences appariées entre haplotypes). Ces indicateurs de la diversité ont été proposés par
Nei (1973) et définis comme suit :

Soit une population subdivisée en k populations dans laquelle i alleles sont en
ségrégation. p; est la fréquence de I'alléle i dans la population générale et py; la fréquence de
I'allele i dans la population k. On a alors :

=

.
he = 1_Epr_ avec D, la moyenne sur les k populations des carrés des
]

fréguences de l'alléle i

-

o

hir = I—Ep,- avec p: la moyenne pondérée de la fréquence de I'allele i dans
1
les k populations

o he_hs . hs
G = e

Le paramétre de différenciation qui prend en compte les distances génétiques entre

les individus est construit sur le méme principe. La mesure de diversité utilisée est alors :
v = :__}_?I'UFI.F}. Ou m; est la distance entre les haplotypes i et j.

hs devient vs, et ht devient vy, et le coefficient de différenciation est noté Ngr.
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2010)



L'analyse comparée des Gg et Ng; permet de tester la structure phylogéographique inter
populations, selon la méthode de Pons et Petit, 1996, expliquée ci-apres et illustrée par la
figure 10 :

(1) Lorsqu’il y a correspondance entre la phylogénie des haplotypes et leur
distribution géographique (c'est-a-dire qu’il existe une structure phylogéographique), la
différenciation mesurée en prenant en compte les similarités entre haplotypes (Nst), est
supérieure a la différenciation basée uniquement sur les fréquences des haplotypes (Gst) :
Nst> Gst

Autrement dit, les haplotypes distincts se retrouvant au sein des populations sont en
moyenne plus apparentés que les haplotypes distincts issus de différentes populations.

(2) Quand il n’y a pas de structure phylogéographique, alors Nst = Gst

(3) Enfin, lorsque les haplotypes les plus fortement reliés ne sont jamais ensemble,
mais toujours dans des populations différentes, alors Nst < Gst

Une carte de répartition des individus classés en population en fonction de leur
ressemblance génétique a été réalisée a I'aide du module Geneland 3.3.0 du logiciel R
2.13.1. Le programme compare les haplotypes des individus deux a deux et attribue une
population pour les individus qui statistiquement se rapprochent le plus d’un point de vue
génétique. Le logiciel GENELAND utilise la méthode bayésienne de regroupement spatialisé.

Le nombre d’itérations a été fixé a 100 000 avec un thining = 100. Le programme est
lancé 10 répétitions de suite (Run 1) en fixant le parametre « nombre de populations a
rechercher » égal a 10. Le programme est relancé a nouveau 10 fois de suite (Run 2), en
fixant le nombre de population a rechercher égal au nombre de populations effectivement
détectées au Run 1. Les cartes données dans la partie résultats sont une synthése des cartes
obtenues au Run 2.

Enfin, des AMOVA (analyses de la variance moléculaires) sont réalisées avec le logiciel
Arlequin a différentes échelles de populations. Ces amova donnent la part de variation intra
population expliquant la diversité génétique totale de la population. Cette méthode se base
sur l'indice de différenciation génétique F et ses déclinaisons (Fcr, Fst et Fsc). Cet indice est
analogue au Gsr.
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3 — RESULTATS

Cette partie ne détaille pas tous les résultats obtenus au cours du stage dans un but
de synthétiser les informations collectées et ne pas géner la compréhension des analyses par
une surcharge de résultats. De ce fait, seuls les résultats obtenus pour S. majus seront
analysés dans le détail. Les résultats concernant les autres espéces sont présentés dans le
texte, ou en annexe, et utilisés pour les interprétations.

3.1 GENOTYPES ET DETERMINATION DES HAPLOTYPES

Sur les 15 loci sélectionnés pour I'étude, seuls ceux qui présentaient une diversité
allélique forte et une faible proportion d’alléles rares ont été gardés pour interpréter les
résultats. Les sites polymorphes ne sont pas les mémes selon les espéces.

Pour S. majus, seul PSB-A3 123, en plus de NTCP 3 qui avait déja été testé auparavant
(Dafreville, 2009), présente une diversité allélique totale de 0,696. (cf. tableau 5)

On dénombre 23 haplotypes pour S. majus, 16 pour M. balata, 38 pour S.
borbonicum, 23 pour L. calophylloides. Les différents haplotypes recensés pour chaque
espéce sont détaillés en annexe 12.

Tableau 5 : Polymorphisme des loci retenus selon les espéces (données calculées avec le
logiciel Genalex)

Espéce N Locus Na h Taille du fragment amplifié
Sideroxylon majus 158 NTCP3 7 0,744 202-214
158 PSBA3 411 10 0,696 251-264
Mimusops balata 141 CCMP3 6 0,498 110-116
141 NTCP3 6 0,596 201-207
141 PSBA3 123 2 0,499 207-216
Labourdonnaisia calophylloides 146 NTCP3 6 0,599 196-205
146 NTCP10 4 0,431 112-118
146 NTCP8 5 0,462 249-255
Sidéroxylon borbonicum 124 NTCP3 9 0,802 203-214
124 NTCP40 2 0,431 190-191
124 PSBA3 411 8 0,787 259-265
124 NTCP10 2 0,431 114-115

N : nombre d'individus , Na : nombre d'alléles, h : diversité allélique
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3.2 STRUCTURATION SPATIALE DES HAPLOTYPES

Dans cette partie, il s’agit de voir comment les haplotypes recensés dans chaque
population s’organisent géographiquement.

Distribution spatiale des haplotypes :

Sur la carte de la figure 11, les fréquences d’haplotypes rencontrés dans chaque
population de S. majus sont représentées sous forme de diagramme circulaire.
L’'emplacement des diagrammes correspond aux positions GPS des populations. Cette
représentation permet de voir comment se répartissent les haplotypes dans I'espace. Les
cartes concernant M. balata, L. calophylloides et S.borbonicum sont regroupées en annexe
13.

59



Légende &

2

[ Hr

I H10
B 1
e
| K
I H1s
B H20
:l Haplotypes rares

 E—
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FIGURE 12 : RESEAU D’HAPLOTYPES REALISE EN APPLIQUANT L’ALGORITHM MEDIAN-JOINING DU
LOGICIEL NETWORK. LA TAILLE DE CHAQUE DISQUE EST PROPORTIONNELLE AU NOMBRE D’INDIVIDUS
PORTANT L’HAPLOTYPE CORRESPONDANT. LES HAPLOTYPES RARES SONT EN BLANCS ET LES POINTS
ROUGES REPRESENTENT DES HAPLOTYPES ANCESTRAUX OBLIGATOIRES QUI ONT ETE PERDUS AU
COURS DU TEMPS.
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Le réseau haplotypique (fig.12) décrit les relations phylogéniques entre haplotypes.
On observe que la majorité des haplotypes recensés sur S. majus appartiennent au coeur du
réseau ou il y a peu d’événements de mutation. En périphérie de ce coeur se situent les
haplotypes rares qui comportent un grand nombre de mutation.

Deux groupes d’haplotypes appartenant au cceur du réseau haplotypique (haplotypes
bleu et vert) se retrouvent préférentiellement aux extrémités Nord/Nord Ouest et Sud Est de
I'fle :

- La région Nord/Nord Ouest (massif ancien) est en majorité constituée des
haplotypes en dégradé de bleus: H10, H11, H12, et H13. Ce groupe d’haplotypes partagent le
méme allele pour le marqueur NTCP 3. On retrouve en plus faible proportion I’"haplotype
H15 (vert) dans quelques populations. Les populations présentant une forte proportion de
I’haplotype H7 (jaune) sont isolées des autres sites échantillonnés dans le massif ancien par
des barrieres géographiques. Il s’agit de Ravine Bernica, Bois de Quinquina séparées des
autres populations par une grande ravine au nord (la riviere des galets) et de Salazie, situé
dans un des 3 cirques du massif ancien.

- Le Sud/Sud Est (massif récent) se caractérise par une présence majoritaire de
I’haplotype H15.

La région au centre de I'lle, correspondant a la frontiére entre le massif ancien et le
massif récent, présente une plus grande hétérogénéité d’haplotypes, marquée notamment
par I'existence de nombreux haplotypes rares. On retrouve en majorité les haplotypes H2
(rose) et H7 (orange foncé), qui ne sont pas partagés par les deux autres régions de I'ile. Ces
haplotypes sont marginaux d’aprés le réseau phylogénique. Les haplotypes bleu et vert se
retrouvent en proportion équivalente.
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3.3 Diversité génétique, structures génétiques et phylogéographique

Tableau 6 : Diversité et différenciation génétique

Espéce hS (SE) vS (SE) hT (SE) vT (SE) Gst (SE) Nst (SE)
Sideroxylon majus 0.632(0.064) 0.567(0.067)** 0.858(0.036) 0.862(0.037) 0.264(0.067) 0.343(0.078)**
Mimusops balata 0.559(0.059) 0.489(0.060)* 0.898(0.016) 0.899(0.039) 0.378(0.067) 0.457(0.070)**
Labourdonnaisia callophylloides 0.647(0.062) 0.568(0.067)* 0.843(0.032) 0.845(0.058) 0.233(0.059) 0.328(0.061)**
Sideroxylon borbonicum 0.729(0.046) 0.534(0.063)** 0.971(0.008) 0.978(0.042) 0.249(0.046) 0.454(0.064)**

Ces résultats montrent une diversité génétique élevée chez chacune des quatre
especes avec hT = 0,858 pour S. majus, retrouvée au niveau intra population (hS = 0,632,
SM).

Le signal phylogéographique est significatif lorsque Gst < Nst, en d’autres termes,
lorsque les différents haplotypes rencontrés dans une méme population sont
phylogénétiquement plus proches qu’ils ne le sont avec les haplotypes d’autres populations.
Pour S. majus, Gst = 0,264 < Nst = 0,343, il y a donc bien une structure phylogéographique.
De la méme facon, on observe une structure phylogéographique pour les trois autres
especes avec un Gsr significativement inférieur au Ngr.

3.4 Isolement et structure génétique spatiale: |"étude du coefficient
d’apparentement de Loiselle

L’estimation du coefficient d’apparentement de Loiselle (F) réveéle I'existence d’une
structuration spatiale des individus au sein de l'lle, plus ou moins marquée selon I'espéce
considérée.

D’apreés la figure 13, pour S. majus le coefficient est significatif jusqu’a une distance
de 1km, pour M. balata jusqu’a 4km, pour S. borbonicum jusqu’a 10km et pour L.
calophylloides jusqu’a 22 km. Lisolement par la distance est montré par le fait que ce
coefficient diminue avec la distance.
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FIGURE 14 : CARTE DE REPARTITION SPATIALE DES POPULATIONS (OU GROUPES) DE S. MAJUS
DETECTEES PAR GENELAND EN FONCTION DES RESSEMBLANCES ENTRE HAPLOTYPES.

66



3.5 Visualisation de la structure génétique spatiale : définition de nouveaux
groupes de population

Le programme Geneland a déterminé le nombre de groupes pouvant étre définis au
sein de I'ensemble des individus sur la base de la ressemblance entre haplotypes. Chaque
individu est ainsi assigné a un numéro de groupe.

La carte fournie par Geneland (fig.14) met en évidence cinq populations distinctes
englobant les individus de S. majus qui se ressemblent le plus génétiquement. On observe
que les populations 1, 2 et 3 sont présentes a la fois dans la région Nord/Nord Ouest (massif
ancien) et Sud Est (massif récent). Les populations 4 et 5 ne sont pas morcelées et sont
localisées plutét au centre de I'lle. Certains groupes d’individus récoltés dans la méme
station d’échantillonnage se retrouvent dans deux groupes Geneland différents. C’'est le cas
de Salazie (noté A sur la figure 14), de Salazie (B) et de Petite Plaine (C).

Les cartes concernant les autres espéces sont regroupées en annexe 14. Les
observations tirées sont les suivantes :

- M. balata (espece a gros fruits) : Geneland a détecté 6 populations avec des aires de
répartition non morcelées et bien plus grandes que pour les populations de S. majus.

- L. calophylloides (espéce a fruits de taille moyenne) : seulement 4 populations ont
été mises en évidence. Leur aire de répartition est la aussi d’un seul tenant.

- S. borbonicum (espéce a petits fruits) : 5 populations ont été décelées. Les aires de
répartition de 2 de ces populations sont morcelées.
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3.6 Isolement et différenciation génétique entre régions : résultats des
amova

Les populations échantillonnées ont été regroupées selon 2 criteres :
- leur appartenance au massif ancien ou récent

- leur assignation de groupes donnée par Geneland (cf. fig. 14 et annexe 14)

Tableau 7 : Différenciation génétique a différentes échelles de populations

Inter groupes Inter populations intra groupe Intra population
Groupes Fer % de variation Fsc % de variation Fst % de variation

Sideroxylon majus

Massif Ancien/Récent -0.009 0 0.317*** 32 0.311** 69

Groupes Geneland (K=6) 0.239*** 24 0.129*** 10 0.337** 66
Mimusops balata

Massif Ancien/Récent 0.006 0 0.453*** 45 0.456** 54

Groupes Geneland (K=6) 0.349*** 35 0.207*** 13 0.483** 52

Labourdonnaisia callophylloides
Massif Ancien/Récent  0.141*** 14 0.258*** 22 0.363** 64
Groupes Geneland (K=4) 0.215*** 22 0.175*** 14 0.352** 65
Sideroxylon borbonicum
Massif Ancien/Récent  0.153** 15 0.407*** 34 0.497** 50
Groupes Geneland (K=5) 0.349*** 35 0.227*** 15 0.497** 50

En considérant les deux grands ensembles Massif récent/massif ancien pour S. majus :

- La variation observée au sein des populations représentent 69 % de la variation
totale (Fst = 0,311, P<0,001)

- La différenciation entre les populations au sein des groupes massif ancien/massif
récent explique pres d’un tiers de la variation totale (Fsc = 0,317 ; P<0,001).

- Les résultats concernant la différenciation génétique entre massif ancien et massif

récent ne sont pas significatifs.
En se basant sur les groupes définis par Geneland :

- la variation observée au sein des populations des 5 groupes représente toujours une
grande part de la variation totale : 66 % (Fst = 0,337, P<0,001).

- la différenciation entre les populations des groupes Geneland n’explique ici que
10% de la variation totale (Fsc = 0,129, P<0,001).

- En revanche, le regroupement des individus en groupes définis par Geneland, est
assez pertinent puisqu’il représente 24 % de la variation totale (Fcr = 0,239, P<0,001).
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Pour M. balata, L. calophylloides et S. borbonicum, les observations sont sensiblement les
mémes : la variation génétique totale observée chez ces especes s’expliquent pour prés d’un
tiers par la diversité génétique entre groupes définis par Geneland. C’est aussi la variabilité
génétique entre les populations de départ qui représente la plus grosse partie de la variation
génétique totale.

4- DISCUSSION

4.1 Généralités sur les diversités génétiques et haplotypique

Pour les quatre espéces de Sapotacées étudiées, la diversité génétique est forte chez
les individus adultes récoltés. Elle est comprise entre hT=0,858 chez S. majus et hT= 0,971
chez S. borbonicum. Ces valeurs sont supérieures a celles trouvées dans la littérature (elle
est 0,797 chez Santiria trimera, arbre retrouvé dans la strate supérieure des foréts tropicales
(Koffi, 2010)).

La majorité des haplotypes identifiés se concentrent au coeur du réseau
phylogénique. Cependant, la présence de plusieurs haplotypes rares gravitant autour,
suggere I'existence passée de nombreux haplotypes intermédiaires qui ont été perdus au
cours du temps. En outre, la grande hétérogénéité des haplotypes retrouvée au niveau de
Petite Plaine et Grand Etang suggére que ces deux populations sont soit des zones refuge
privilégiées lors de périodes climatiques passées particulieres, soit des zones de rencontre
entre deux fronts de colonisation (un venant du Sud de I'ille et I'autre du Nord).

La diversité génétique est répartie spatialement en plusieurs groupes génétiques au
sein de chaque espéce. |l apparait que cette structuration spatiale, caractérisée par le
phénoméne d’isolement par la distance, est plus marquée pour les espéces a gros fruits (S.
majus et M. balata). En effet, on distingue plusieurs centres de diversité assez morcelés,
dont les limites géographiques coincident avec les grandes lignes du relief (ravines et
crétes).

La structuration génétique spatiale des espéces a petits fruits (L. calophylloides et S.
borbonicum) est moins nette. Les différents groupes génétiques détectés sont moins
nombreux et de plus grande taille. A premiere vue, aucune hypothése basée sur une
répartition selon de grandes barriéres naturelles ne valide la répartition observée. Cela
pourrait s’expliquer par la présence d’oiseaux ou mammiféres capables d’ingérer ces fruits
de petite taille, (et par la méme occasion les graines), pour ensuite les disperser sur un
territoire plus vaste, que s’ils n’avaient été soumis qu’a I'action de la gravité (barochorie).

En résumé, on observe d’une part :

- un phénomeéne d’isolement par la distance, montré par des coefficients
d’apparentement importants sur des distances variables selon I'espéce et qui sont fonction
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de la taille du fruit (plus le fruit est gros, plus le coefficient d’apparentement est fort
sur de petites distances)

- des populations présentant une diversité génétique importante (Petite Plaine et
Grand Etang) comme illustrée précédemment avec la figure 11, révélant I'existence de
centres de diversité, signe de la présence de deux fronts majeurs de colonisation ou de
I’existence de zones de refuges forestiers a un moment donné.

4.2 Remise en cause de I'hypothése effet fondateur sur le massif récent du
Piton de la Fournaise

L’hypothése de départ postulait que la diversité génétique observée pour S. majus
pouvait s’expliquer par deux évenements de colonisation différés dans le temps : le premier
sur le massif ancien du Piton des Neiges et le deuxieme avec un effet fondateur sur le Piton
de la Fournaise. Les résultats fournis par cette étude apportent des éléments nouveaux
remettant en cause cette hypothése.

4.2.1 DIFFERENCIATION ENTRE REGIONS

Les amova résumées dans le tableau 7 montrent que la séparation spatiale massif
ancien/massif récent n’explique en rien la variation génétique totale observée. En revanche,
pres de 25% de la variation totale est expliquée en regroupant les individus en cing grandes
populations selon Geneland. En outre, au vue des informations apportées par la carte de
répartition des haplotypes (figure 11), on pourrait supposer que la région centre de l'ile, qui
représente un important centre de diversité, pourrait étre le point de convergence de deux
fronts de colonisation.
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4.2.2 STRUCTURE GENETIQUE ET PATRON PHYLOGEOGRAPHIQUE / ISOLEMENT ET
DIFFERENCIATION GENETIQUE

La figure 13 montre clairement un isolement par la distance caractérisé par un flux de
graines limité dans lI'espace: I'apparentement entre les individus disparait lorsque les
individus sont séparés d’une distance supérieure a 1 km. La ségrégation spatiale des
haplotypes s’explique en partie par le mode de dispersion barochore des graines de S.
majus, qui par nature est limité dans I'espace. La riviere des galets ou encore la ravine des
remparts constituent ainsi des barrieres naturelles aux flux géniques.

4.2.3 HYPOTHESE D'UN PATRON DE COLONISATION DE L’ILE PAR LES S. MAJUS

L'absence de différenciation entre les deux grands ensembles Nord et Sud (cf.
tableau 7) et la présence répétée des mémes populations (pop 1,2 et 3) suggerent que la
colonisation de ces territoires ne s’est pas faite en deux vagues séparées dans le temps, mais
de fagon quasi simultanée. Le deuxieme processus de colonisation serait donc la dispersion
des Sapotacées de part et d’autre des deux centres de diversité localisés a Petite Plaine et
Grand Etang.

La diversité génétique inter population observée au sein des 2 ensembles Nord et
Sud s’expliquerait par la présence de barriéres naturelles telles que les ravines, crétes ou
cascades, empéchant les flux de géenes entre populations. Cette hypothése s’appuie sur le
fait que S. majus ne posséde pas d’agents disperseurs (oiseaux, mammiféeres) capables de
franchir de telles barriéres. Les modes de dispersion barochore et hydrochore de S. majus
limiterait la répartition des graines aux enclos formés par les ravines des versants
montagneux des Pitons.
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Méthode d’interprétation de la diversité génétique intra ile (groupes définis par
Geneland) pour les espéces a gros fruits :

Les observations tirées des résultats précédents servent de base pour établir un
modeéle de répartition de la diversité génétique chez S. majus, basé sur I'importance des
parameétres topographiques (pentes, crétes, falaise) et le réseau hydrographique (cascades
et gros cours d’eau).

Dans un premier temps, il s’agit d’identifier les éléments majeurs du relief et du réseau
hydrographique susceptibles de constituer des barrieres aux flux de genes entre
populations. Dans un deuxieme temps, des nouvelles zones de répartition des populations
sont définies en se basant sur les données fournies par Geneland :

- pour chaque individu, on garde le numéro de groupe correspondant attribué par
Geneland,

- cependant, les limites d’aires des populations ne sont pas définies aléatoirement
comme dans le logiciel, mais en se basant sur les barrieres naturelles du relief et le réseau
hydrographique.

Les différentes étapes de construction du modeéle sont décrites ci apres.
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FIGURE 15 : IDENTIFICATION DES ELEMENTS MAJEURS DU RELIEF MATERIALISES PAR DES TRAITS
NOIRS

FIGURE 16 : CARTE DES ZONES DEFINIES EN FONCTION DU RELIEF ET DU RESEAU
HYDROGRAPHIQUE
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Etapel : Démarcation des lignes majeures du relief (crétes, grandes ravines) par des traits
noirs, plus ou moins épais selon I'importance du relief. Cf. fig.15

En se basant sur I'orientation des pentes (décroissante du centre de I'lle vers I'océan), on
peut délimiter des zones (cf. fig. 16) dont les frontieres sont matérialisées par les barriéres
naturelles (les traits noirs). Ces zones pourraient s’apparenter a des « bassins versants » .Les
zones non hachurées sur la carte correspondent au Piton des Neiges (formé par les trois
cirques Salazie, Mafate et Cilaos et au Piton de la Fournaise. La complexité du relief de ces
zones nécessiterait une étude plus approfondie.

Etape 2 : En faisant correspondre I'aire|de répartition des groupes génétiques définis par

Geneland, avec la délimitation par zones on obtient une carte de répartition compléte
hypothétique des différents groupes présents au sein de l'espece de Sapotacées. (en
considérant que l'aire de répartition d’'un groupe défini par Geneland s’étend jusqu’aux
barrieres naturelles) Cf. fig. 17.

Les zones hachurées en violet correspondent a des zones ou les limites de groupes
Geneland ne coincident pas avec les limites naturelles du relief.

Etape 3 : Les individus de S. majus ont été classés en groupes par Geneland avec une
probabilité d’appartenance pour chaque groupe. Sur certains individus, on retrouve la méme
probabilité d’appartenance pour deux groupes différents, d’ou les incertitudes liées au
modele. Dés lors, une analyse plus poussée sur le jeu de données utilisées par Geneland
dans la définition des groupes permet de cartographier les populations de S. majus comme
illustré sur la figure 18a. Deux incertitudes, notées 1 et 2 sur la carte, concernent les
individus échantillonnés a Ravine a Malheur, Riviére des Pluies et Moka Fontaine (1) et ceux
de Salazie (2).

En procédant de la méme fagon pour l'autre espéce de Sapotacées a gros fruits M. balata,
on peut établir un lien entre les groupes Geneland et le milieu naturel. La cartographie des
groupes génétiques de M. balata illustrée en figure 18b montre clairement une structuration

génétique liée au relief et au réseau hydrographique.
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FIGURE 17 : HYPOTHESE DE ZONES D’AIRES DE REPARTITION DES GROUPES DE S. MAJUS
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FIGURE 18 : CARTOGRAPHIE DES GROUPES HYPOTHETIQUES DE S. MAJUS (FIG. 18A) ET M. BALATA
(FIG. 1B), MIS EN EVIDENCE A PARTIR DES GROUPES DEFINIS PAR GENELAND ET DES DONNEES
GEOLOGIQUES ET HYDROGRAPHIQUES
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FIGURE 19 : BARRIERES NATURELLES PRINCIPALES AU FLUX DE GENES POUR S.
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A partir de ces deux cartes, des barrieres naturelles principales peuvent étre mis en évidence
en repérant les frontiéres communes de populations inter espéces. (illustrées par des traits
noirs épais sur la figure 17)

En repérant les cours d’eau principale du réseau hydrographique (figure 20), on observe que
ces derniers correspondent avec les barrieres naturelles mis en évidence précédemment.
Ainsi, on peut établir que les principales barrieres naturelles au flux de génes entre
populations correspondent a :

- la riviére des galets (nord ouest) [notée 1 au niveau de sa source et repérée par un

astérisque rouge ™ a I'estuaire sur la figure 20]

- la riviere St Denis (nord ouest) [2]

- Bras sec et riviere des marsouins (est) [3]
- la riviere des remparts (sud) [4]

- le bras de Cilaos (sud ouest) [5]

Il y une incertitude sur la riviere du Mat. [6]
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En recoupant les données de Stéphanie Dafreville sur la génétique des Sapotacées de
I'lle Maurice, il s’est avéré qu’a la Réunion, seuls des individus autour de Petite Plaine et
Sainte Thérése présentent un haplotype commun, basé sur le marqueur NTCP 3, avec un
groupe d’individus de S. boutonianum de Maurice.

De plus, cet ensemble autour de Petite Plaine et Sainte Thérése présente une grande
diversité d’haplotypes, provenant de la succession de mutations au cours du temps. Cela
implique que ces populations portant des haplotypes rares sont présentes sur I'lle depuis
plus longtemps que celles présentant une diversité d’haplotypes moindre.

Ces observations suggerent que le point de départ de la colonisation de I'lle par S.
majus se situe sur la cote Est de la Réunion au niveau de Petite Plaine (la disposition
géographique des deux fles conforte cette hypothése). Une approche phylogénétique
approfondie entre Sapotacées de Maurice et de la Réunion, associées a I'étude de la
dynamique des courants marins et aériens, apporteront des compléments d’informations
concernant le processus de colonisation inter iles.

L’hypothese de la colonisation de I'lle de la Réunion par S. majus est résumée dans le
schéma de la figure 21.

Sur la figure 21a est illustrée la premiére vague de colonisation. La zone colorée en bleu
correspond a l'aire d’arrivée de l'espece S. majus sur l'ile. La zone de couleur jaune
correspond a des territoires occupés postérieurement.

La figure 22 montre la répartition de la variabilité génétique totale en différents centres de
diversité séparés par des barrieres naturelles.
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FIGURE 21 : SCHEMA DE L'HYPOTHESE DE LA COLONISATION DE L'ILE DE LA REUNION PAR
S. MAJUS
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FIGURE 22 : REPARTITION DES CENTRES DE DIVERSITE CHEZ S. MAJUS
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CONCLUSION

La diversité génétique au niveau chloroplastique retrouvée chez I'ensemble
des individus adultes de S. majus est forte, comparable a celle observée pour les trois autres
especes de Sapotacées, L. calophylloides, M. balata et S. borbonicum. L’'étude a montré que
cette diversité est structurée dans I'espace et a permis de mettre en évidence des groupes
d’individus apparentés génétiquement au sein de chacune des espéces.

Concernant I'espece d’intérét écologique, S. majus, il semblerait qu’une fois
arrivée sur l'lle, cette espéce se soit différenciée en sous populations selon le relief et le
réseau hydrographique. La disparition des agents disperseurs (Solitaire de la Réunion et
autres oiseaux, tortues...) expliquerait I'incapacité pour S. majus de disperser ses graines au
dela des ravines et crétes de la Réunion. Cette hypothese est toutefois discutable puisque
ces animaux ont un déplacement assez restreint. Néanmoins, les éléments naturels fagconnés
par la structure géologique de I'lle, constituent ainsi une barriere aux flux de génes. De ce
fait, les modes de dispersion barochore et hydrochore seraient a [l‘origine des
différenciations allopatriques observées.

Il ressort de cette étude que les voies de colonisation intra ile ne sont pas les
mémes pour toutes les espéces et sont fonction de la taille des fruits de I'espéce considérée,
et donc du mode dispersion des graines associé. En effet, les espéeces a gros fruits (S. majus
et M. balata) a dispersion barochore et hydrochore, ont un parton de colonisation
dépendant fortement des barrieres naturelles (éléments du relief et du réseau
hydrographique). En revanche, les espéces a fruits de taille réduite, disposant d’agents
disperseurs telles que les oiseaux, présentent un patron de colonisation plus complexe que
le relief accidenté a lui seul ne peut expliquer.

Les résultats présentés ne permettent pas d’affirmer 'existence de processus
marqué de différenciation et spéciations. Cependant, on peut supposer que les groupes
d’individus (groupes Geneland) mis en évidence chez les quatre especes considérées
pourrait étre le début d’une divergence entre lignées d’'une méme espéece. Des études
phylogénétiques approfondies entre les groupes pourraient conforter ou non cette
hypotheése.

Il faut cependant garder a l'esprit que I'étude de la diversité génétique via des
marqueurs neutres chloroplastiques a hérédité maternelle, ne suffit pas a elle seule a
comprendre la dynamique des populations. En effet, la différence de mode d’héritabilité des
marqueurs peut apporter des informations complémentaires pour caractériser la diversité
génétique et sa structuration spatiale. Cette étude s’est centrée sur I'analyse des flux de
genes limités aux graines. La caractérisation des flux de génes via le pollen et I'étude de
marqueurs nucléaires sont donc primordiales.
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En outre, il faut continuer I'effort d’échantillonnage en augmentant le nombre d’individus
collectés et en couvrant les zones encore peu explorées. |l semble intéressant de redéfinir
les sites d’échantillonnage en fonction des zones délimitées par les éléments du relief et le
réseau hydrographique, pour vérifier la nouvelle hypothése émise concernant les patrons de
différenciation intra fle chez les especes de Sapotacées a gros fruits S. majus et M. balata.

PERSPECTIVES

Dans ce mémoire, a été abordée l'interprétation de la diversité génétique des
Sapotacées au sein de I'fle de la Réunion. Une approche des scenarios de colonisation par les
Sapotacées de I'ensemble de I'archipel des Mascareignes (approche inter fles) apporterait
des éléments nouveaux de réflexion.

Les deux especes a gros fruits S. majus et M. balata présentent des populations
fragmentées, isolées géographiquement par les grandes barrieres naturelles de la Réunion. Il
serait intéressant de voir si ce phénomene s’observe aussi chez des especes a gros fruits
d’autres familles d’arbres. Si c’est le cas, cela mettrait en évidence l'influence des agents
disperseurs de grande taille dans la dispersion des espéces.

En résumé, la diversité génétique est encore importante chez ces quatre
espéces de Sapotacées, cependant la pression du milieu (perte d’agents disperseurs, relief
accidenté...) et I'impact anthropique (caractérisé par la fragmentation du paysage) pourrait a
termes mener a une diminution du pool génétique causée par une réduction des flux de
genes entre populations. Les études réalisées sur les juvéniles de S. majus montrent
d’ailleurs une diminution de la diversité génétique des régénérations par rapport aux
individus adultes. Partant de ce constat, il semble judicieux d’orienter les plans de
conservation de la biodiversité vers une gestion éco systémique des foréts réunionnaises en
insistant sur I'importance de la continuité écologique entre les différents milieux.

L'approche de la structuration génétique des especes de Sapotacées a I'échelle
de I'ensemble des iles de I'archipel des Mascareignes (donc plus vaste que I'approche intra
fle réalisée dans ce mémoire) apportera une meilleure compréhension de la dynamique de
ces populations structurant I'écosysteme forestier.
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Annexe 1 : Carte de répartition des 34 hot spots de biodiversité, dont 25 ont été définis par

Myers et al. (2000) en vert et 9 autres rajoutés par Russell A. et al., 2004
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Annexe 2 : Premiers Résultats concernant les études menées par Stéphanie Dafreville sur la
dispersion de S. majus, a la base de I’hypothése initiale du schéma de colonisation.

Haplotypes SSRcp
Sideroxylon majus

. [C1H190
' [ H193
[ ]H194
H195
H196
[ H197
[ H202

% de Quinguina
- =18

Petite Plaine
N=16

Mare Longue
N=6

[ Kilomeétres

Carte de répartition des différents haplotypes obtenus a partir du marqueur microsatellite
chloroplastique NTCP3 pour S. majus a la Réunion (D’aprés les travaux de Dafreville, 2010,
données non publiées). La ligne pointillée noire matérialise la frontiére entre le massif
ancien du Piton des Neiges (au nord) et le massif récent du massif ancien du Piton de la
Fournaise (au Sud).
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Annexe 3: Photo de longose (Hedychium gardnerianum), peste végétale de I'lle de la

Réunion.
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Annexe 4 : Cartes des distributions mondiales (zones rouges) des genres Sideroxylon (a),
Mimusops (b) et Labourdonnaisia (c). Famille des Sapotacées. (Source:
www.mobot.org/mobot/research/APweb/orders/ericalesweb.htm, 2011)
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Annexe 5 : Description du Dodo de I'lle Maurice

Source : Album de la Réunion, Antoine Roussin

Le dodo, ou dronte (Raphus cucullatus), est un oiseau disparu de la famille des
raphidés (ordre des columbiformes). Cette espece, vivait autrefois dans I'archipel des
Mascareignes, ou, du fait de I'absence de prédateurs, elle avait perdu son aptitude au vol.
De la taille d'un dindon et incroyablement maladroit dans ses mouvements, le dodo grattait
le sol des foréts a la recherche de fruits, feuilles, baies et graines qui constituaient son
alimentation. Il pesait une douzaine de kilos et portait un plumage gris et noiratre. Le Dodo
de I'lle Maurice posséde un « équivalent » a la Réunion, appelé Solitaire de la Réunion. Le
premier renseignement sur le Solitaire de I'lle de la Réunion est donné par le capitaine
Castelon qui y aborda en 1613.
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Annexe 6 : Profil de la forét mégatherme hygrophile (La Mare Longue, St Philippe, altitude

500m) dessiné d’apres une photographie. Tiré de Cadet, 1977.
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Légende de I'annexe 6

Nuxis verticillsta
Wesinmannia tinctoria
Labourdonnaisis callophylloides
Feiloxylon mauritisnum
Antirrhaea verticillats
Cordemoya integrifolia
Mamecylon confusum
Polyscias repanda
Gasrtnera vaginata
Aphlois thessformis
Tabernaemontana mauritiana
Coffea mauritisna
Psychotria boryana
Bertiera borbonica
Fandanus purpurascens
Cyathea borbonica
Myonims myrtifolia
Begonis aptera

Asplenium linsatum
Pteris scabras
Elaphoglossum tomentosum
Fiper pyrifolium
Lomariopaia pollicine
Cnestis glebra
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Annexe 8 : Carte de répartition des populations échantillonnées pour S. majus

Bois de quinquina

Canalisation des Orangers

Conservatoire Botanique National des Mascarins
Grande Chaloupe

Grand Etang

Ravine latanier

Makes

Mare Longue

Plaine d'Affouches

BQ
CAO
CBNM
GC

GE
LAT
MK
ML

PA

Plaine des grégues
Petite Plaine

Ravine Bernica
Ravine Montauban
Ravine a malheur
Rivieres des pluies
Riviere st denis
Salazie

Forét de Ste Thérese

PGG
PP
RB
RM
RMA
RP
RSD
SAL
ST
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Annexe 9 : Protocole DNeasy Plant Mini Kit pour I'extraction de I’ADN

-Tempeérature de la piece : 20-25°C.

-Broyage de 100 mg de maténiel frais ou 30mg de maténel sec au broyeur automatique avec du
sable et 10 mg de PVP (Poly{n-vinyl-2 pyrolidone). un anh oxydant permettant d'éliminer certains
mhibiteurs de PCE. (Rogers & Bendich, 1985) et qui agit contre les tanins.

-Mise en tube eppendorf de 2pl avec 2 billes en verre (4mm de diameéire)

-Ajout de 400wl de tampon d’'extraction AP1 préchanffé a 65°C et 4 ul de RNAse

-Incubation une heure a 65°C aprés agitation.

-Ajout de 130 pl de tampon AP2

-Agitation

-Incubation 5 minutes dans de la glace

-Centnfugation 10 mmutes a 14 000 tours par mumutes (20 000 g) a 25°C.

-P.écupération du sumageant placé dans une colonne QILAshredder Mim spin (colonne

violette) avec un tube collecteur de Jml

-Centrifogation 3 minutes a 14 000 tours par mimute (20 000 g) a 25°C.

-Fécupération du |"éluat dans un tube collecteur de 2 ml vide

-Ajout de 1.5 fois le volume de tampon AP3 (addihonne d’ethanol) ~600pl, soit un volume final
d"emviron ~650pl

-Agtation par refoulement

-Transfert sur la colonne DNeasy Mim spin (colonne blanche) avec un tube collecteur de 2l
-Centrifugation 1 minute & 8 000 tours par mimuate (6 000 g) 2 25°C

-Etape réalisée en 2 fois, puisque le volume de 650yl est trop important pour &tre Incorporé en une
senle fois.

- Transfert de la colonne sur un nouveau tube collecteur de 2ul (Ceollection tube dans le kit)

-Ajout de 300wl de tampon AW (précédemment dilué dans de 1"éthanol)

-Cenmfugation 1 minute & § 000 tours par mumuate (6 000 g) a 25°C.

-Nouveau nncage par 500u] de tampon AW

-Centrifogation 2 minutes a 14 000 tours par mimute (20 000 g) a 25°C.

-Les colonnes sont placées sur des tubes eppendorf stériles de 1,5ml

-Ajout de 30p] de tampon d’élution AE au milieu de la colonne.

-Incubation 5 minutes a température ambiante

-Cenfrifugation 1 minute & § 000 tours par mimute (6 000 g) a 25°C.

-Nouvelle élution identique a a précédente (50pl de tampon AE) pour maximiser la quantité d’ADN

TECUpeTes.
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Annexe 10 : Conditions de PCR du test de vérification des extractions ADN
Couple d’amorce utilisé : trnS/trnG
Kit : Multiplex Type it de QIAGEN

- Préparation mix/puits :
5 uL de master mix (ANTP et tag polymérase), 0,2 pL de chaque amorce, 2,6 uLd’eau et 1 uL
d’ADN.

- Programme PCR : Une phase de dénaturation a 95°C pendant 5min, suivie de 35 cycles de
dénaturation a 94°C (1min30), hybridation a 50°C (1min30) et élongation a 72°C (2min). Puis
phase d’élongation a 72°C pendant 10 min.

Annexe 11 : Exemple de gel issu de I"électrophorese des produits de I'extraction ADN et
révélé aux UV

T:\Remi\test verif adr §4-16,uin.sgd 47 4 A A
1308672801 Usar Jundi 20 juin 2011 45.49.01 B=225 Ws 64831 G=1,00 1=0,080s

caacbBBEESE
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Annexe 12 : Liste des haplotypes recensés chez les 4 espéces de Sapotacées étudiées
S. majus : M. balata :
N° N° Haplotype| N CCMP3 NTCP3 PSBA3 123
Haplotype N NTCP3 PSBA3 411 1 1 110 206 216
1 1 202 258 2 1 112 201 216
2 11 202 261 3 1 113 205 216
3 1 202 262 4 13 114 205 207
4 1 206 251 5 17 114 205 216
5 1 206 253 6 2 114 206 207
6 3 207 260 7 3 114 206 216
7 11 207 261 8 2 115 202 216
8 1 207 263 9 8 115 204 207
9 2 208 259 10 24 115 205 207
10 7 208 260 11 12 115 205 216
11 29 208 261 12 12 115 206 207
12 8 208 262 13 25 115 206 216
13 16 208 263 14 2 115 207 216
14 1 209 259 15 4 116 204 207
15 37 209 262 16 4 116 206 207
16 1 209 263
17 1 210 251
18 1 210 255
19 2 210 261
20 17 210 262
21 3 210 263
22 1 210 264
23 2 214 262
Labourdonnaisia calophylloides :
N° Haplotype| N NTCP3  NTCP10  NTCP8

1 1 196 112 252

2 2 196 113 251

3 9 200 113 251

4 45 200 113 252

5 3 200 113 253

6 4 200 114 251

7 8 200 114 252

8 2 200 114 253

9 1 201 112 251

10 3 201 112 252

11 1 201 113 249

12 9 201 113 251

13 24 201 113 252

14 1 201 113 255

15 5 201 114 251

16 10 201 114 252

17 1 201 118 252

18 4 202 113 252

19 4 202 114 251

20 1 202 114 252

21 3 203 113 252

22 1 203 114 251

23 1 205 113 255 125
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Sideroxylon borbonicum :

N° Haplotype N NTCP3 NTCP40 PSBA3411 NTCP10

38 6 214 190 261 114
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a) M. balata

128



Annexe 13: Cartes |de répartition| spatiale des haplotypes et réseau phylogénétique
d’haplotypes associé pour a) M. balata, b) Labourdonnaisia calophylloides et c) Sideroxylon
borbonicum

a) M. balata
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b) L. calophylloides
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c) S. borbonicum
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c) S. borbonicum
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Annexe 14 : Cartes de répartition spatiale des populations détectées par Geneland pour a)

M. balata, b) L. calophylloides et c) S. borbonicum

Légende

©  Individus de Mimusops balata @ Individus de Labourdonnaisia callophylloides

@  Indvidus de Sideroxylon borbonicum
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GLOSSAIRE ET ABREVIATIONS

Acuminé (limbe) = Limbe terminé par un acumen i.e. se rétrécit progressivement en pointe
étroite.

Alléle = Désigne 'une des variantes possibles d’un geéne a un locus donné. Cet alléles
présente une séquence de nucléotides particuliere, différente de celles des autres alléles du
méme gene.

Canopée = Strate supérieure de quelques meétres d'épaisseur ol se trouve plus de 80 % du
feuillage des arbres. C'est la que la majorité de I'énergie solaire est captée (plus de 95 %) et
que 30 % des précipitations sont absorbées par le feuillage. On y trouve également une
faune abondante et complexe.

Cambium = Méristéeme secondaire marquant la limite entre le bois et |'écorce.

Dispersion = mouvement effectué par un individu entre son site de naissance et le site ou il
se reproduit.

Dérive génétique = Modification pour une population donnée des fréquences génotypiques
et alleliques d’'une génération a une autre par suite de processus aléatoires. Des alleles
sélectivement neutres peuvent ainsi se répandre et se fixer dans une population.

Effet de lisiere = La lisiere correspond a la zone de transition entre deux ou plusieurs
biocénoses (forét et prairie par exemple) et présente des conditions climatique et
écologique particuliere. On parle d'effet de lisiere pour décrire les impacts négatifs des
lisieres artificielles créées dans les milieux naturels, par exemple par la fragmentation du

paysage.

Effet RUN = Décalage observé dans I'attribution de la taille des fragments microsatellites par
le génotypeur lors de 2 runs différents pour des mémes échantillons.

Electrophorése sur gel = Processus dans lequel des molécules (protéines, fragments d'ADN..)
migrent sur un gel d’agarose et sont séparées en fonction de leur taille en appliquant un
champ électrique.

Espéces exotiques /indigénes/ endémiques = On dit qu’une espeéce est indigéne lorsqu’elle
est arrivée sur I'lle par des moyens naturels et qu’elle était présente avant l'arrivée de
'Homme.

A l'inverse, les espéces exotiques ont été introduites, volontairement ou non, par I’homme.
Parmi les espéces indigénes, certaines se sont progressivement différenciées pour créer des
espéces nouvelles, dites endémiques, et qui n’existent nulle part ailleurs dans le monde.

Flux de genes = Echange de plusieurs genes ou de leurs alleles entre différentes populations

en général apparentées. Ce flux contribue au brassage génétique et tend a homogénéiser la
structure des populations.
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Foret primaire = Forét n’a jamais été modifié par I’'Homme et dont les processus biologiques
et écologiques sont intacts. Leur destruction est irréversible. A linverse, les foréts
secondaires se sont installées, spontanément ou non, aprés une action de I’'Homme. Leur
biodiversité est généralement plus faible que celle des foréts primaires.

Fragmentation = Consiste en la réduction de la superficie d’'un habitat et sa séparation en
plusieurs fragments éloignés les uns des autres (Burel and Baudry, 2000).

Génotypage = Technique consistant a déterminer la taille en paire de bases d’un fragment
d’ADN donné. Cette technique colite moins cher que le séquencage de I’ADN.

Génotype = Ensemble de deux alléles que posséde un individu diploide en un locus donné
(ex : si au locus considéré, le pool génétique de la population comporte deux alléles A et a,
les trois génotypes possibles sont : AA, Aa et Aa).

Haplotype = Désigne une combinaison précise d’alleles de plusieurs locus

Hot spot de biodiversité = Site concentrant un fort taux d’endémisme mais dont la
biodiversité est trés menacée. Pour étre qualifiée de hotspot, une région doit répondre a
deux critéres :

- 1500 espéces endémiques recensées soit plus de 5% des especes présentes sur la
Terre.
- perte de 70% de I'habitat d’origine. (source : www.conservation-nature.fr)

Marqueurs moléculaires = Fragments d'ADN qui servent de repéres pour suivre la
transmission d'un segment de chromosome d'une génération a l'autre.

Marqueur de taille = molécule de taille connu servant de référence pour déterminer la taille
des molécules a tester.

PCR (Polymerase Chain Reaction) = Technique de réplication de I’ADN ciblée in vitro. Elle
permet d'obtenir, a partir d'un échantillon complexe et peu abondant, d'importantes
guantités d'un fragment d'ADN spécifique et de longueur définie. L'ordre de grandeur est
d’un million de copies en quelques heures.

Phénétique = La phénétique repose sur le postulat de base que le degré de ressemblance est
corrélé au degré de parenté. Elle a pour but de quantifier la ressemblance entre les étres
vivants a classer.

Phénologie = Variation de la période et de la durée de floraison ou de feuillaison d'un
végétal en relation avec le climat.

Polymorphisme = Présence dans une population d’au moins deux alleles d’un locus
génétique explorable par analyse de I’ADN ou du produit protéique.

Population = Ensemble des individus d'une méme espéce qui occupe simultanément le
méme milieu.
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Séquengage = Technique consistant a déterminer I'ordre d'enchainement des nucléotides
d’un fragment d’ADN donné.

Structuration génétique = Organisation de la diversité génétique d’une population donnée
en plusieurs sous population.

Abréviations :

ADN = Acide DésoxyriboNucléique

ADNCcp = ADN chloroplastique

ADNmt = ADN mitochondrial

ADNnNc = ADN nucléaire

PCR = Polymerase Chain Reaction

CBNM = Centre Botanique National des Mascarins.
BRGM = Bureau de recherches géologiques et miniéres

CIRAD = Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique
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