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Introduction

INTRODUCTION

Disposant d’'une diversité herpétofaunique excepttia trouvée nulle part ailleurs,
Madagascar possede a elle seule un taux d’endémégtilienne a 93 % (Glaw et Vences,
1994). De cette forte endémicité, la grande Tlecessidérée comme I'un des principaux pays
a haute diversité biologique impliquant une prérite conservation (Hanna al., 1998).
Parmi cette richesse herpétofaunique et d'un pdmatvue biogéographiqueSanzinia
madagascariensigDumeril et Bibron, 1844) est une des especes afeiles la plus
énigmatique qui soit (Mertens, 1972).

En effet, trés peu dinformations sur ses baseglalenées moléculaires n'ont été
fournies sauf tres récemment alors que sa disimibujéographique apparait trés large :
recouvrant toute la partie Sud-est, Est, Nord-oaeefuest de l'lle (Vences et Glaw, 2003).
Les caracteres observés sur la diversité morptmlegide cette espéce restent souvent
insuffisants pour déterminer son origine et sacstine génetique. Cependant dans certains
cas, une variation de la couleur de sa peau peutvigible lorsqu’on compare une population
a une autre (Vences et Glaw, 2003).

Différentes études ont été déja réalisées sur esftéce mais en ce qui concerne les
recherches génétiques et biomoléculaires, ellest wos leur ampleur qu’a partir de I'année
2000. La majeure partie de ces études parle del€gee moléculaire du genBanziniaet
Acrantophis avec ses implications biogéographiques (Venets al., 2001), de la
phylogéographie (Vences et Glaw, 2003) et de laticel phylogénétique entre le boa des
arbres et le boa terrestre de Madagascar (Oretzab, 20@).

L’étude de cette espéce est d’'un intérét vitalneera part son attrait et son importance
dans les zoos (Progscha et Lehmann, 1970), ellsegesen outre une forte potentialité a
contréler les rats et beaucoup d’autres animaurdifvVences et Glaw, 2003). En plus, d’'une
récente liste de I'Union International pour la Cemstion de la Nature (UICN, 2006),
Sanzinia madagascariendigure parmi les six espéeces de serpents lesgplwanger.

De toutes ces allégations, sans parler des inndmelsranenaces qui frappent la faune
herpétologique malgache, cette espéce reste jugaésent mal connue et sa situation
demeure préoccupante. Les informations obtenuésusiau niveau moléculaire sont encore
minimes et ont besoins d’étre complétées. Ainsipiencipaux objectifs de cette étude visent
d’'une part a consolider les bases de données géastiet d’autre part, de concevoir une

stratégie de conservation a partir des donnéesculalées. La mise en ceuvre de cette
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stratégie se fera a travers les informations oletersur le degré de diversité génétique d’'une
population a partir des analyses d’ADN microsattedli

Contrairement a la plupart des programmes de ceaisen existant a Madagascar qui
se base surtout sur des études écologiques, étnsdsgou sur le régime alimentaire. Cette
recherche sera axée principalement sur des analy8BdN microsatellites. La connaissance
de la diversité et de la structure génétique ctuesti aprés un outil d’aide a la conception de
stratégie de conservation des genes. Ces molédiA&3N microsatellites présentent de trés
fréquentes mutations de 1@ 10° par gaméte par génération dont la plupart sons duees
erreurs de réplication. Ces erreurs peuvent ainevgouer soit une diminution, soit une
augmentation du nombre de répétitions (Moxadral 1999). Par conséquent, ces fragments
constituent une source de diversité genétique au e génome et permet d'étudier les
variations intraspécifigues au niveau d’'une popaatl’importance de cette partie d’ADN
réside en son niveau de polymorphisme trés éléwsstlun excellent outil dans I'étude des
populations pour une espéece donnée et peut élise ygour étudier la structure et la diversité
génétique (Estouet al, 1995).

L’échantillonnage a été effectué dans deux différesites dont les marais de
Torotorofotsy qui est un site établi d’apres la vantion de RAMSAR et la réserve de
biosphére de Mananara-Nord. Les deux sites sosgédagparmi les foréts humides malgaches
et sont localisés respectivement sur les partiegtHsord-Est de I'lle. En ce qui concerne les
objectifs spécifiques, ils s’intéressent partiadident au développement de marqueurs
microsatellites polymorphiques @&anzinia madagascariensaéin de déterminer la diversité
génétique a l'intérieur d’'une population et de camgp ensuite la structure génétique de deux
populations de différentes localités.

Pour atteindre ces objectifs, des analyses de ractste génétique intra et
interpopulation ont été effectuées dans le butale@ir :

* Mesurer la diversité génétique.

« Comparer daprés les résultats obtenus la divergi@éétique entre la
population de Mananara-Nord a celle de Torotorgfetsvice versa.

« Comprendre les causes probables de cette airepdetiti®n plus large en
essayant d’analyser I'existence ou non de flux @éleeg entre la population de
Mananara-Nord et de Torotorofotsy.

» Déterminer I'existence ou non d’un effet de goulahs ces populations.
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Le corps du devoir sera alors divisé en quatredgsiparties avec la premiére partie qui
sera consacrée a la description des sites d'études deuxiéme partie s’intéressera aux
matériels et méthodes utilisées, la troisieme @articupera la présentation et I'interprétation
des résultatsEnfin, avant d’achever avec la conclusion suivies decommandations, la
guatrieme et derniére partie donnera place a tasson incluant les perspectives sur I'avenir
de I'espéce afin de pourvoir sa pérennisation.
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|. DESCRIPTION DES SITES D’ETUDE

I- 1 - Localisation géographique
- Marais de Torotorofotsy
Ces marais se trouvent dans la région d’AlaBtaagoro, district de Moramanga et dans le
fonkontany de Menalamba. IIs sont localisés a 7akmmord-ouest d’Andasibe (fig. n° 23, annexe

[, p. 1). La zone humide de Torotorofotsy se tropaemi les sites marécageux internationaux les

plus importants (www.ramsar.grgElle comprend quatre marais d’origine natureltnt un

permanent, celui de Torotorofotsy et 3 temporaifd®karanana, Ankahelava et Ambasimbavy

(www.ramsar.oryy Le site est inscrit officiellement en mai 200 i les zones humides Ramsar

et s’étend entre les coordonnées géographiques3848° 24’ longitude Est et 18° 49’- 18° 56
latitude Sud, d’'une altitude comprise entre 90002t0 metres et couvrant une superficie de 9993

ha (www.ramsar.ofg

- Réserve de biosphéere de Mananara-Nord

La réserve se trouve dans la partie Nord Edflddagascar (fig. n° 24, annexe |, p. |) et se
divise en 5 secteurs dont Sahasoa, Antanambe, Aflav@ananivo et Sandrakantsy. Elle couvre
une superficie de 140 000 ha dont 23 000 ha en pational terrestre et 1 000 ha en parc
national marin, les surfaces restantes avec 116l0correspondent a la zone tampon
périphérique du parc. La réserve fait partie dad’'dles foréts tropicales de basse altitude de la
grande fle (altitude comprise entre 50 et + 570tresg Elle s'étale entre les
coordonnées géographiques 49° 31'- 49° 53’ longiti$t et 16° 09'- 16° 36’ latitude Sud

(Nambeneet al, 2000). L’étude a été menée dans le secteur difambe et d’Anove.

I- 2 - Géologie
- Marais de Torotorofotsy

Ces marais reposent sur un socle cristallin rdppant au systéme du graphite. Le substrat
géologique est constitué essentiellement de gephitle sillimanite. Il y a prédominance de sols

férrallitiques et de sédiments sableux résultaritattération du quartzite (Hervieu, 1960).
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- Réserve de biosphéere de Mananara-Nord

Quant a la réserve de biosphere, les roches s@tdimes prédominent, les sols sont en
général férrallitiques. Fragilisés par la violerdes pluies, ils subissent une tres forte érosion
quand la forét disparait. De fortes pentes et galjgrofondes sont souvent observables (Hottin,
1969).

[- 3 - Climat
- Marais de Torotorofotsy

Comme cette région est localisée dans la pajgicale orientale, elle est soumise au
régime d’alizé qui engendre une forte pluviositée possede ainsi un climat tropical chaud et
humide (Donque, 1973). Les données climatiquessétis dans la présente étude ont été
recueillies auprés de la station météorologique ngdandrianomby suivant les normales

climatologiques valables pour 30 ans (tableau nét22, annexe II, p. XII).

* Température

Torotorofotsy est caractérisée par une moyetedéempérature de 1& avec une
minimale de 10C au mois d’ao(t et une maximale de 26C2au mois de février (données de la
station climatologiques d’Analamazaotra entre 199%6). Le climat est frais et sec entre le

mois de mars et octobre. Pendant la saison chiutianpérature moyenne dépasse 1e¥22

» Précipitation

Cette région de Torotorofotsy recoit en moyet@680 mm de pluie par an. Deux
saisons bien distinctes peuvent étre observées tiallsaison chaude et pluvieuse qui commence
au mois de novembre et se termine en mars. Elleagattérisée par une forte précipitation et
compte en moyenne 200 jours de pluie par an. Péncktte saison, le niveau du marais
permanent augmente jusqu’ a inonder les marais daimps. La saison seche dure 7 maois,
d’avril a octobre avec un climat frais et sec. El# marquée par le retrait petit a petit des eaux
ou les marais temporaires s'assechent et deviemesntarécages boueux (Donque, 1973). La
représentation graphiqgue de la courbe ombrothéenige Gaussen pour le climat de
Torotorofotsy est figurée a la page 6.
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Figure n°1: Courbe ombrothérmique de Gaussen, représentant le clima
de Torotorofotsy.(Données obtenues auprés de la station
météorologique d"Ampandrianomby, Sept. 2D09

Avec la pluviométrie qui est supérieure au doulgdadtempérature, la courbe de la figure
n° 1 ci-dessus montre I'absence de mois éco-sewapetoute 'année.

- Réserve de biosphéere de Mananara-Nord

La réserve de biosphére posséde un climat tropimaiide avec une longue saison pluviale.
Les pluies sont réparties presque pendant toutemd@ avec une teneur maximum en saison

cyclonique de Décembre a Avril (tableaux n° 19Gtahnexe Il, p. XI).

e Température

La zone dans laquelle se trouve la résestearactérisée par une température chaude
presque toute I'année avec une moyenne de 25, 2 °C.

* Précipitation

Mananara-Nord est une des régions lesghosées de Madagascar. Il y tombe 2 900
mm de pluies par an et compte en moyenne 19 joarplaie par mois, soit une moyenne
annuelle de 228 jours. La saison séche y est patignt absente. Néanmoins, une accalmie de
pluies se présente entre septembre et mi noverbDlaneg(e, 1973). La courbe ombrothérmique

de Gaussen représentant le climat de Mananara-@$bffcurée a la page 7.
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Figure n°2 : Courbe onmbrothérmique de Gausserreprésentant le climat
de Mananara-Nord Ponnées de la station météorologique d AmpandriarymSept. 2009

Cette courbe ombrothérmique montre I'absence tataleois éco-secs dans la région de
Mananara-Nord. Avec I'importance de volume de pé&iion que recoit cette région, cette

courbe confirme I'appartenance de la région de Mar&Nord a une zone tres embuée.

I- 4 — Végeétation
- Marais de Torotorofotsy

Soixante dix pourcent de la surface du sitet smuvertes d’'une prairie marécageuse,
conséquence de la permanence des sols tourbemrpeignés d’eau. La formation végétale est
dominée par trois familles, celles des Cyperacdas, Poaceae et des Polypodiaceae. lls sont
entremélés par des espéces ligneuses parfois @ane f'lots forestiers restreints a végétation
peu dense (Zimmermann, 1999).

- Réserve de biosphére de Mananara-Nord

La prédominance des espéces arborescentesnstatée dans la réserve de biosphére de
Mananara-Nord (Dumetz, 1988). La végétation sect@rige par sa pauvreté en espéeces avec des
formations végétales rencontrées dans les savaoRmeo Ravenala madagascariensis

(Strelitziaceae),Trema orientalis(Ulmaceae)ou Psidia altissima(AsteraceaefRamangalahy,
1990).



Analyse des données

Il. MATERIELS ET METHODES

La comparaison de la diversité génétique de diftése populations repose sur I'étude de
son polymorphisme. Pour y parvenir, I'étude a ététrée sur des analyses de la séquence d’ADN
microsatellites nucléaires.

Par définition, un microsatellite est une répétitem tandem courte de nucléotides (le plus
souvent 1 a 4 nucléotides). C’est un élément indiable des chromosomes et sont hérités des
deux parents. Cette partie génomique est hautepwyimorphe et subit des mutations trés
fréquentes. Cependant, c’est un élément de chaixgtadier la diversité génétique au sein d’'une
population. Dans la présente étude, les cellulagsaes et plus particulierement les hématies

sont les principaux matériels biologiques pourtésttion des fragments d’ADN.

[I- 1 - Période d'études
L’échantillonnage a été effectuée durant legsrde février et mars 2008 :

e 02 au 12 février 2008 : premiére descente sur iterdaTorotorofotsy (une
semaine).
e 14 au 28 février 2008 : descente sur terrain dansés$erve de biosphére de
Mananara-Nord (deux semaines).
* 03 au 10 mars 2008 : deuxiéme descente a Toroteyofwour compléter le
premier échantillonnage.
Les études biomoléculaires et génétiques ainsstaiestiques ont été réalisées au Centre
de Conservation et de Recherche USA/Nebraska diagmériode du 8 avril jusqu’au 5 aodt
2008.

lI- 2 - Présentation de I'espéce étudiée
A - Généralités

Espece généralement forestiére et présentanaive de répartition plus large (Nord, Est,
du Nord au Sud, Ouest et Nord OQeSianzinia madagascariengst un serpent appartenant a la

famille des boidés et endémique de Madagascart Gresespéce nocturne, semi-arboricole et
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ovovivipare de taille atteignant jusqu’a deux mete long et parfois plus (Brygoo, 1982). Elle
est caractérisée par une coloration vert olive @aesctaches blanches et brunes noiratres foncées
aux motifs compliquées. Elle présente une pasdittél au niveau des écailles supralabiales, la
téte est de forme triangulaire et se distingueenstnt du corps. A I'état sauvag®anzinia
madagascariensise nourrit principalement de rongeurs (C.J. Rattwyordonnées non publiées)
et de lémuriens (Rakotondravoey al., 1998) mais elle accepte aussi en captivité deggpro
fraichement tuées (St Raymond Moynat, 2008). L@genaturité sexuelle est atteint vers quatre
ans (Glaw et Vences, 1994). L’incubation dure seept mois et a la naissance, une femelle peut
donner jusqu’a plus de 12 serpenteaux. Chez lasidiod adultes, le male se distingue de la
femelle par la présence d’hémipenis, un corps metaene longue queue pourvue de crochets
(Vanderstylen, 2004).

B- Position systématiquéDumeril et Bibron, 1844)

REGNE : ANIMALIA

EMBRANCHEMENT : VERTEBRATA
CLASSE : REPTILIA

SOUS CLASSE :DIAPSIDES

ORDRE : SQUAMATES

SOUS ORDRE :(SERPENTES) SAURIENS
FAMILLE : BOIDAE

SOUS FAMILLE : BOINAE

Genre : Sanzinia(Gray, 1849)

Espece :madagascariensis

Sous especemadagascariensis, volontaf@law et Vences, 2007)
Nom binomial : Sanzinia madagascariengiBumeril et Bibron, 1844)
Nom vernaculaire malgache Manditra, bado

Nom vernaculaire anglais :Madagascar tree boa

Nom vernaculaire francais :Boa des arbres
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Ecailles pariétales

Ecailles préfrontales
postérieures

Figure n° 4 : Femelle deSanziniaadulte
(Manjaka A. Ramanana, Torotorofotsy. 2P08

Ecailles supralabia

. . . o Ecailles internasales
Figure n° 3: Partie cranienne d’'u8anziniaadulte

(Manjaka £ Ramanan, MananareNord. 200¢)

Il - 3 - Technique de collecte

Elle est basée sur la recherche systématigudividus dans la forét ou dans les habitats
préférés des serpents (autour des villages ouesundrds de routes a cause de la présence des
proies faciles : poussins, rongeurs). La fouilleeffectuée chaque jour par une équipe composée
de deux personnes (de 8 a 11 heures 30 du matel&i & 17 heures 30 de I'aprés midi). Chaque
personne est responsable d’une surface d’enviréd i recherchant les boas avec une vitesse
variant autour de 3 km/h (soit 0, 8 m/s). Quandhalividu est capturé, il est placé dans un sac en
tissu mou et un ruban plastique fluorescent (feeg)posé sur le lieu ou I'on a trouvé le spécimen.
L’animal est pesé avec une balance de type « Pssala » de 100g, 250g et 2000g selon la taille
des animaux. Différentes parties du corps sont mesua l'aide d’'un meétre ruban dont
I'extrémité cranienne jusqu’ a I'ouverture cloacé®V/L), du cloaque jusqu’a I'extrémité de la
qgueue (TL), la longueur totale du corps est obteamuadditionnant les deux premiéres mesures
(TTL). Deux personnes suffisent pour tenir I'anindait I'une sur la partie supérieure et I'autre
sur la partie inférieure du corps. Ensuite, un r@ude 0, 2 cc a 0, 3 cc de sang est prélevé au
niveau de la veine caudale principale a I'aide d'saringue stérile (0, 5 cc). Chaque individu est
marqué par un vernis a ongle sur sa partie vengtalleest par la suite relaché a I'endroit ou il
était capturé en prenant en méme temps leurs cooéeds géographiques. Afin d’éviter toute

altération des molécules d’ADN, les échantillonaggans sont stockés dans une solution de

-10-
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Longmire (tableau n° 17, annexe II, p. X) (Longmateal., 1992). Au cours de la collecte sur
terrain et jusqu’a l'arrivée au laboratoire, ces échantillons ont été conservés a la température
ambiante mais une fois arrivés au laboratoire, ils sont placés dans un congélateur a - 85 °C pour

favoriser I'extraction.

[l- 4 - Extraction d’ADN

Cette technigue est basée sur une extraction par précipitation. En effet, les molécules
d’ADN sont hydrosolubles et se précipitent en présence de sel dans un milieu alcoolisé. La
solubilité sélective des molécules protéiniques dans des solvants organiques et la solubilité de
’ADN dans les solvants aqueux facilitent la séparation de ces deux types de macromolécules.
Cette méthode a pour but de briser la membrane cytoplasmique et nucléaire qui sont constituées
essentiellement de double couche phospholipidique et des protéines extra-, intra et
transmembranaire afin d’avoir acces aux contenus. La dégradation de ces protéines associées aux
acides nucléiques se réalise par une réaction enzymatique de la protéinase-K. Deux microlitres de
volume sanguin de chaque individu sont placés dans un tube de 1,5 ml contenant une solution de
STE (500 pl), de la protéinase K a 10% (25 pl) et du SDS a 20 % (25 pl) (tableau n° 8, annexe Il,
p. V). Le mélange est ensuite incubé pendant 3 heures (éventuellement une nuit) dans un bain
marie a 55° C. L’'ADN est ensuite purifié en utilisant du phénol, du chloroforme et de I'alcool
isoamylique (Hilliset al.,1996). La densité optique de la solution d’ADN obtenue est mesurée au
spectrophotométre afin de vérifier si sa concentration est suffisante pour la PCR ou non. Trois
microlitres (3ul) de la solution sont placées dans 30Ge TRIS (10 mM). Le processus se
déroule dans une cuve a spectrophotometre qui est ensuite placée délicatement dans la machine.
L’absorption est calculée avec une longueur d’'onde d€60 nm ef. = 280 nm correspondant

respectivement aux absorptions des acides nucléiques et a celles des protéines.

[I- 5 - Amplification par Réaction par polymérisation en chaine (PCR)
- Condition et éléments utilisés

La PCR est une méthode permettant d’amplifier un fragment d’ADN spécifique voulu
(Griffiths et al.,2000). Sachant que la synthése d’une nouvelle chaine d’ADN suit le mode semi

conservatif selon la direction 53, la région a amplifier correspond a la séquence entre deux

-11-
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amorces (fig. n° 25, annexe |, p. I). Une pail@brce est composée d'un sens et d’'un anti-
sens. C’est un précurseur d’'une copie exacte desaitellites qui s’apparie par complémentarité
de bases en devenant le point de départ de I'é@iomgpar copie de I’ADN matrice. Dans la
présente étude, dix sept amorces spécifiques d’Atiddosatellites de trois espeads boas sont
utilisées dont deux amorces (02) provenantSamzinia madagascariens{®amananeet al.,
2009), douze amorces (12) provenarAatantophis madagascariensjdlatsonet al., 2001) et
trois amorces (03) provenant Bpicrates cynchrigBaileyet al.,données non publiées). Le nom
d’'une amorce est composeé d’un sigle formé par eté®$ initiales indiquant le genre de I'espéce
ou du pays de provenanc8ANZ : Sanzinia,JAM : Jamaique oMAD : Madagascar), suivi
d’'un chiffre qui détermine son numéro (Ex.... Nomenclature interne du centre CCR / HDZ).
Ensuite, c’est ce nom qui va déterminer le nomodug correspondant (ExLocus SANZ 51)
L’enzyme utilisée est la Taq polymérase (AmpliTadg®che, Perkin Elmer, Foster city,
CA) extraite d’'une bactérie thermophil@hermus aquaticugt active a 72 °C. Pour se faire,
I’ADN avec le mélange réactionnel et les élémeséisessaires a I'amplification sont placés dans
un tube de 25 pl (tableau n° 18, annexe Il, p.C€.dernier est déposé dans un « Thermocycleur
», qui réalise automatiquement les différentes itmms$ de température de la multiplication de

I’ADN. Trois étapes principales sont effectuéesdaett un cycle tels (fig. n° 25, annexe I, p. 1) :

1. ETAPE N° 1 : La Dénaturation qui dure 30 secondes, entrainant la séparation des

deux chaines monocaténaires antiparalleles satt®hede la température (a 95 °C).

2. ETAPE N° 2 : L'Hybridation ou fixation des amorces, L'une des amorces se
fixe sur I'un des brins et l'autre se fixe sur lenbcomplémentaire et antiparallele a ce
premier (ici, la température de fixation est spgaié pour chaque amorce et elle varie entre
50 et 60 °C, pendant 30 secondes).

3. ETAPE N° 3 : L’Elongation ou la synthése de la nouvelle chaine a 72 °C péndan

45 secondes.

.Les produits obtenus sont conservés a — 4 ° Q'a@brade la lumiére car les fluorescences
peuvent disparaitre a la suite d’'une expositiotopgée a la lumiére. Les produits d’amplification

sont ensuite vérifiés par électrophorése sur gajatose.

-12-
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Tableau n°1: Liste des amorces spécifiques de boas utiliséamurs de cette étude (séquences, températures de
fixation, motifs et marque fluorescents associés (FAM : fluobleu ; HEXuofert)

A ) e Température .

Amorces Séquences de I'amorce en 5'-3 d'hybridation (°C) Motifs Fluorochromes
SANZ 11F 5-AAA CCT CAT CCA AGC CTA CAG-3' o HEX
SANZ 11R 5-AAT GGG GAC AGA ATC TCT AAG C-3' 58°C (GTho
SANZ 56 F 5.GTC TCC ATT CAA GGC TTT TTT-3' 56°C 6-FAM
SANZ 56 R 5.CTC AGG GCA AAG TTG TTA GTA A-3" (GA)z5
MAD 229 F 5-ATG TTT GCT AGG AAT TAC CGC-3" o 6-FAM
MAD 229 R 5.AGA TTA TCA CAG CAA GAG CAG C-3' 54°C (GA)26(CA),

MAD 317 F 5.TAT CAT CTG AAG TCA AAA GGG G-3' . HEX
MAD 317 R 5.TCT TGA GTC TGG GGT ATA ATG TG-3' 56°C (CA),CG(CA)
GAG(TA)s

MAD 119 F 5.TGA GAG CAC AGG ATA CAT TGA AAC-3 o 6-FAM
MAD 119 R 5.GCA ATC AGC CCC ATA GAC AC-3' 54°C (GT)1ATA(CA)3(TA)3
MAD 282 F 5.CAT TTC AAA ACC CTA GTT CCA AC-3' o 6-FAM
MAD 282 R 5.GAT AAA GTA GTT AAG GAT ACC AAG 54°C (GT)T(GT)s

CAC-3'
MAD 316 F 5.CCA AAG GCG GCA CTC TAA C-3 o 6-FAM
MAD 316 R 5AAG CAA GGA AAA TAA AGA AGC AG-3' 60°C (TA)s(CT)(GT)GC(GT
MAD 16 F 5.CCA AAG AGC ACA TCA GAA TAG C-3 o HEX
MAD 16 R 5.GGG AAA ATA GGA GGA GGG AG-3' 60°C (ATT)s
MAD 290 F 5'GGA AGC ACA TCT AGC CCA CC 3' 56°C HEX
MAD 290 R 5.TCA GAA AGT AAC AAT GCA GAA ACA (CA)21

G-3'
MAD 369 F 5-TCT GGG GGC TTT ATG ATT C-3' 54°C ((GAAAGA) ,(GGA),)3 6-FAM
MAD 369 R 5.CAC TGC TCT AAT GTA AGG CTT C-3 (GAAAGA) ;(GGA)(GA) 15
MAD 51 F 5.GTG GAG TGT GAA CAT TCT GGA A-3' 60°C 6-FAM
MAD 51 R gl-ch TCT TTC TTG ATT TTC TTT TTA TTA- (CTHAGT)wa
MAD 970 F 5.TTC ACC TGA TTG CTA ATT CTG C-3' 56°C HEX
MAD 970 R 5.CTA TGG AAA GAG GAA TTG AGG AG-3' (CThs
MAD 989 F 5.TAA TTC TGC TTC CTT TCT GAC AC-3' 58°C HEX
MAD 989 R 5.ATG CAA TCT GTT CCC TGT TAT C-3' (CT)s
JAM 145 F 5. TAG ACA AGA TGC TAT GGA AT-3 o HEX
JAM 145 R 5. TGC TTA GAA AAG AAC ATT GGA AA- 3' 60°C (CA) TC (CA)
JAM 124 F 5. TGG CAA CTG ACA GAC TCC G- 3' 54°C HEX
JAM 124 R 5. GTT TTT TCT TCC CCT GCT GA- 3 (GThe
JAM 39 F 5 AGA GGA GGA GGA AAT AAT AAA AGG- o 6-FAM
JAM 39 R 3 58°C (CA)s

5.GGA TAG TGA CAG ATG ATG GGC- 3
MAD 251 F 5.TCC TGC TTC TCA GTT CAG TGG- 3 o
MAD 251 R 5 GGA AGA TAG TTT ATT TCA TTA TTA 50°C (CA)16 (TACATA) 11 HEX

TAG CC- 3"

F : Forward (sens)
R : Reverse (anti-sens)

-13-
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- Vérification des fragments amplifiés par électroporese

Afin de vérifier la qualité et la taille des fragme amplifiés, I'électrophorése a été réalisée
pendant 20 & 30 minutes sous tension de 100 vbltme intensité électrique de 75 mA. Un
aliguote de chaque amplificat (1pl) est déposéusugel d’agarose de 0,6% avec une amorce
témoin dans I'un des puits servant a détecter ueatéelle contamination. Les molécules de plus
petites tailles se déplacent plus rapidement etranigplus loin que les molécules de tailles
supérieures. Le gel aprés migration est plongé dansain de bromure d’éthidium pendant une
minute pour révéler ’ADN. Le rincage se fait avde 'eau du robinet pendant 30 minutes. Grace
aux molécules de bromure d’éthidium qui s’internaldans la molécule d’ADN, les bandes
d’ADN seront visibles sous rayonnements ultravilée gel d’agarose est photographié avec un
appareil photo numérique sous rayonnements ulligtgiet lié directement a I'ordinateur. En effet,
I'amplification est bien réussie si chacune desxdamorces d’'une paire (sens et anti-sens)
s’attache a chaque extrémité de la chaine d’ADhr@te a copier correctement un brin matrice.
L’ADN témoin, les produits d’amplification et lesn@rces fixées apparaissent comme une bande
blanche sur ['éléctrophorégramme si l'amplificatioest positive. Ci-apres le profil

éléctrophorétique des fragments d’ADN microsatsgliamplifiés.

Amorces

Amorces témoi

Produit d amplification

Figure n° 5 : Profil éléctrophorétique des fragments d’ADN rogatellites amplifiés sur gel
d agarose réveélé avec du bromure d éthi

[I- 6 - Purification des fragments amplifiés

La purification du produit d’amplification a pobut d’'isoler 'ADN des nucléotides non
incorporés, enzymes, amorces et des autres prajpluitestent en suspension dans la solution afin
d’obtenir un bon résultat. Le reste de I'amplifi¢24 ul) du tube de réaction correspondant a une
amplification positive sera purifié avec la méthode QiaGen utilisant la technique de
précipitation de 'ADN en présence d’alcool sal@rhplificat positif est transvasé dans un tube a
filtre du kit QiaGen. Ensuite, 750 d’'alcool salé (PE-Buffer) est ajouté dans ce tubensemble

-14-
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est centrifugé a 3 000 tours par minute. Le fitegent I’ADN et le filtrat est jeté. Pour assutar
pureté de I'ADN, les mémes opérations sont répétsesc fois mais seulement avec 7pl0
d’alcool salé. La solution d’ADN obtenue est aissdbckée a — 4° C et sera utilisée pour la
réamplification.

Il -7- Séquencage et réaction

C’est la phase de détermination de la successemdcléotides qui composent ’TADN. Un
microlitre de chaque produit amplifié est chargésdane nouvelle plaque de 96 puits, séché et
additionné par un mélange de formamide désioni@¢5 1l : DIF/ROX). Le DIF/ROX empéche
la réassociation des brins d’ADN dissociés (ROXandard commercial fournissant des
maximums standards différents). Seize échantillgapacité maximale du séquenceur) dont un
échantillon représente un individu sont placés deagpareil séquenceur ABI 3100 (ABI
PRISM® 3100, Hitachi Ltd, Applied Biosystem, CA)elmélange est dénaturé pendant deux
minutes a 96°C et est refroidi jusqu’a 4°C. LeglaBl présents chez chaque individu se distinguent
ensuite par leur taille ou le séquenceur automatgl 3100 fonctionne en donnant l'information
de la variabilité existante ou « Polymorphism Infation Content » (PIC). Le séquenceur détecte
la fluorescence sortant des colonnes de chromatbigrarepérant ainsi les fragments d'ADN et
leur taille précise. Le résultat est présenté pambhchine sous forme de courbes présentant la

fluorescence détectée et l'interprétation se fateemes de nucléotides.

Il - 8 - Lecture par le séquenceur

Dans le sens 5’- 3, la lecture d’'une séquencetdgiar un codon « start » et se termine par
un codon « stop ». A chaque pic sur un graphe spored une base et chague base correspondante
est représentée en bas de la séquence (annegen; 26, p. 1ll). Un individu homozygote sera
représenté par des pics de méme dimension. Airtsiys les individus possedent les mémes pics,
alors la population en question est monomorpheindividu hétérozygote possede des pics de
différentes amplitudes. Dans le cas des microgatll’hétérozygotie s’observe sur la différence
du nombre de répétition des motifs au niveau d’wémm locus. L’éléctrophorégramme pour un
échantillon est constitué par deux courbes respmugnt de couleur rouge et bleue. La courbe
rouge qui présente des pics espacés régulierensente estandard et sert de référence a la

détermination de la taille du pic bleu correspondan produit d’amplification. Cette taille est
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déterminée automatiquement par la machine et liéseshainsi obtenus sont enregistrés avec un
logiciel tableur.

[1-9- Méthode d’analyse des données
[1-9-1- Analyse des données morphométriques

En prenant comme parametre de croissance lauradios de I'animal, le rapport entre la
longueur totale du corps (TTL), la longueur du nauseloaque (SVL) et le poids total d'un
individu ont été calculés. Ceci afin de déceler tdmsses d’age qui existent dans chaque

population. Le logicielMicrosoft Excel a été utilisé pour la réalisation des graphiquete®

calculs de base. A part la longueur totale (TTL)coups, la longueur du museau-cloague a été
prise en compte pour les calculs parce que cetteehu corps de I'animal en rapport avec son
poids reflete I'age estimatif. En plus de ceci, tcainement a la queue, cette partie ne peut étre
tronquée. Ainsi, sa fiabilité est certaine. Pasléte, les individus supposés étre dans la méme
cohorte seront vérifiés s'’ils appartiennent réelama la méme classe d’age. Apreés, ils seront
compareés afin de voir s'il existe ou non une défése morphologique significative entre les

individus des deux populations. Le test du Chiééaeffectué avec un degré de tolérance de 5 %.

[1-9-2- Mesure de la diversité génétique

Pour mesurer la diversité génétique d’'une pamabon nombre de parametres doivent
étre considérés et différents programmes doiveatiédtlisés. En effet, ces parametres génétiques
peuvent étre estimés a partir de programmes gfast et permettent ensuite de simuler une plus
grande population d'un site connu (Dieringer et I&tbrer, 2003). Pour y accéder, deux
principaux programmes ont été utilisés dont le nedes alleles infinis « Infinite Allele Model :
IAM » et le modéle de mutation pas a pas « StepMatation Model : SMM ». Ces méthodes
statistiques calculent et établissent une simulatione population existante. Dans la présente
étude, une population est représentée par 10 thdivet les estimations obtenues a partir de ces
échantillons devraient révéler les valeurs paramés d’une population (Hedrick, 2005).

A- Détection des erreurs

Avant d’analyser la diversité génétique propeat dite, il est nécessaire de passer a la

détection des erreurs. En effet, les scores aliéfigpbtenus a partir des analyses génotypiques sont
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révisés de facons a déceler s'il y a évidence él&dl nuls ou d’autres erreurs qui sont souvent
causées par des problemes de concentration d’ARNx [Programmes ont été utilisés dont Micro
checker (Oosterhoet al.,2004) et Cervus (Marshadt al., 1998).

Par définition, un alléle nul est un alléle non #figpa cause d'une mutation au
niveau du site de fixation de I'amorce (Saleh, 200@s erreurs sont aussi parfois causées tout
simplement par des défauts de manipulation. Cetipeéest trés importante car ces erreurs
génotypiques peuvent conduire I'analyse a une sonason des individus consanguins, du degré

du risque d’extinction ou tout simplement d’'unedsel évaluation.

B- Test de déséquilibre génotypique

Une fois toutes les bases de données véritiéesxemptées d’erreurs, le processus
d’analyse de la diversité génétique peut commenroerprogramme FSTAT a été utilisé ou
I'analyse est portée sur la recherche de touteesligiisons entre les différents loci. Le modéle
employé est celui de Wedt Cockerham (1984) ou :

- La fréquence haplotypique est égale &, Xab, Xap, Xab
- La fréquence génique 4 gXas + Xap et g = Xag + Xas

-Le Déséquilibre de liaison D =pX (ga-0s) = XasXab - XabXas

Cependant, la plus importante condition qui dai &€rifiée en premier lieu est que les loci
sont indépendants. Afin de pouvoir émettre ou foypbthese nulle que les génotypes d’'un locus

ne sont dépendants de tout autre génotype deatifieloci.

C- Test d’équilibre de Hardy Weinberg (HWE)

Les données ont été analysées pour chacunesdegpdpulations d’apres la proportion
de Hardy Weinberg. Dans cette étape, la premigiierogans le programme du GENEPOP est le
test de Fisher pour la détermination de la proiiébéxacte d’HWE en incorporant la chaine
algorithmique de Markov (Guo et Thompson, 1992).niveau du test de signification est de
P<0,05. Par ailleurs, pour chaque population étadjge locus, les parametres comme le nombre
moyen d’alléles, les fréquences alléliques, le t@étérozygotes attendus et observés ainsi que
la proportion génotypique sont déterminés.
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En effet, le concept de I'équilibre dans le modéée Hardy Weinberg est soumis aux
hypothéses suivantes :

1. Population panmictique,

2. Population infinie ou une population tres largesaatre de migration,
3. Il n'y a pas de sélection ou de mutation (pas deep®mi gain d’alleles),
4

. Les générations successives sont discretes.

Dans ces circonstances, la diversité géenétiqueedpopulation est souvent maintenue et
tend toujours vers un équilibre stable grace a ifriblution au hasard des génotypes. La

proportion de Hardy Weinberg se résume par la fterauivante :
p2 + 2pg + Cf: 1 (Frankhanet al, 2002)

Avecp la fréquence d’un alléle gtla fréquence de I'autre allele du méme gene @iglie)

D- Diversité et hétérozygotie par population

La différenciation génétique est calculée a¥eSTATISTIQUE et GENEPOP. Le
modele mathématique de l'allele infini (IAM) permd¢ déterminer les mutations génétiques, la
taille et la distribution deaslléles dans un locus.

a) Richesse allélique

Le nombre moyen d'allgdas locus (A), appelé également taux d’allélisme o
richesse allélique, dépend de la taille de I'édliantet est défini pouriralleles au locus i et pour

L loci par la formule n° 1.

L
A=1LS n
i=1

b) Fréquences alléliques

La fréquence d’un alléle dans une populationrpn locus donné est calculée

selon la formule n° 2 de la page 19.
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;o 2Nho+ Nhé @
2N

Ou festla fréquence allélique,

N est le nombre total des individus étilannés,

Mo est le nombre des individus homozygotes ayanél&akn question,
Mg est le nombre des individus hétérozygotes poualtzde

c) Diversité génique

Se définit comme les différents types de géneseptésau sein d’'une population,
la diversité génique (Frankhagh al.,2002) est calculée pour estimer la variabilitéé&gigue
en utilisant le programme F STAT (Goudet, 1995).effiet, a I'intérieur d’'une population
elle est décrite d'une maniére caractéristique Ipapolymorphisme qui est la proportion
d’individus hétérozygotes (@) au locus K. Soit par la formule n° 3.

a
Ry =1-Y p; ‘7

ij=1

Ou R est I'estimation de la fréquence du génotype ijlaaus k et @ale nombre
d’alleles au locus K.

d) Hétérozygotes observés (Ho) et hétérozygotes attersd(He)
1. Estimation de la moyenne des hétérozygotes obgés (Ho)

En considérant un locus, le taux d’hétérozygbigervé (Ho) est la moyenne
de (Hbk) suivant I'équation 4 ci-dessous.

N
Ho = 1/NF. Hox
k=1
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Avec : Hok: Proportion des individus hétérozygotes au locus K
N : Nombre total d’individus échalaiinés

2. Estimation de la moyenne des hétérozygotes atthis (He)

Le taux d’hétérozygotes attendus (p&)t étre calculé sous I'hypothese

d’équilibre de Hardy Weinberg, a partir des fréqremnalléliques déterminées pour chaque locus

Kk
He:1Zp2i

=1

a I'aide de la formule suivante.

Avec : b fréquence de l'allele i

k : total des algl@bservés
k

> représente la somme des fréquences des homozygotes
i=1
Le logiciel FSTAT version 1.2 (Goudet, 1995) a étiéisé pour ce calcul, le niveau du test
de signification est de p > 0, 05.

e) Coefficient de consanguinité (FIS)

Le coefficient de consanguinité Ei@&mule n° 6, page 21) pour un individu est
la probabilité pour que les deux alleles appartedann locus soient identiques, sa valeur varie
entre — 1 et + 1 ou FIS = 1 signifie fixation cogtpl (cas d’autofécondation), FIS < 1 démontre un
nombre en hétérozygotie éleve, FIS = 0 signifie tpugopulation est en équilibre de Hardy
Weinberg. Cet indice permet d’indiquer le degré abmsanguinité entre deux ou plusieurs
populations. Une valeur biaisée de FIS hautemegnifgiative peut étre causée éventuellement par
I'effet Whalund (Rousset, 2002). Par définitioneflfet Whalund démontre que quand deux
populations tendent vers la proportion de HardynWeig, la population résultante dévie vers un
excés d’homozygotes ou déficience en hétérozygotes.
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FIS = (He-Ho)/He

[1-9-3- Analyse des flux de génes « Alleles privé&t nombre des migrants »

Se définissant comme alléles trouvés uniquemerd daa population et qui sont absents
dans d’autres (Barton et Slatkin, 1986), la moyehaéa frequence des alléles privés est calculée
a partir des programmes de simulation. Ces sinamatpeuvent fournir en méme temps une
simple et robuste estimation sur le nombre d'irdtligi échangés entre des populations locales
(Slatkin, 1980). En conséquence, La méthode dekesalprivés avec la « comparaison par paire »
est employée pour estimer le taux de flux de gétde nombre de migrants dans différentes
populations (Slatkin, 1995). Ces méthodes étallides différences caractéristiques entre deux
ou plusieurs populations, permettant d’estimernysal un éventuel assemblage génétique entre les

populations.

[1-9-4- Test de détermination de I'effet de goulot

Ce programme détermine | évidence ou non d'fet éé goulot dans chaque population.
En effet, ce phénoméne est une soudaine restrickioia taille d'une population causée par
exemple par une catastrophe naturelle et frappeurgielques générations pendant une période
indéterminée (Frankhaset al., 2002). Pour détecter un tel phénoméne au seimedsubdivision
M, une relation théorique entre I'exceés du nombediéles observé (Ko-Ke), comparée avec le
nombre d’alleles attendu et le nombre d’alleleseobss Ko est prise en compte. Ke correspond
au nombre d’alleles attendus dans une populatiomse a une « mutation-drift equilibrium »
dans le modéle de I'alléle infini suivant la forraw’Ewens (1972) oM = H (t)/ [1- H (1)] .

Avec : H (t) = Le taux d’hétérozygote au tempst (o) (1-e+4NeW§
Ol : H o) = 4 Nep/ (1+4Nep) (Net al, 1975)
Et ke (hombre d’alléles attendus) = 1+M/(M+1) + MK2)+...+M/(M+n-1)
Ou M = Nep

Ne = taille de la population et p = taux de mutabbservé
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Il - RESULTATS ET INTERPRETATIONS

[ll- 1 - Analyse morphométrique

Les graphiques de la longueur museau-cloaque ®YIlde la longueur totale du corps

(TTL) en rapport avec le poids d’'un individu sdhistrés par les figures n° 6 et n° 7 ci-dessous.

Age des individus de Mananara Nord

——
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Figure n° 6 : Age des individus de Mananara-Noréigure n° 7: Age des individus de Torotorofotsy

Ces graphiques montrent 'age estimatif de chagdwidu des deux populations (représentée

par des points). Ces nuages de points pouvantgéitgé par quatre expliquent I'existence de

quatre cohortes : jeunes éclos, jeunes, sub- adetitedultes. Cing individus de la classe d’age de

sub-adultes des deux populations sont testésagipartiennent réellement a la méme cohorte afin

de les comparer morphologiqguement (tableau n°@pm@s).

Tableau n° 2: Résultats du test du Chi 2.pour la comparaisorphométrique

SITES SEXE SVLenm POIDS en Kg SVL/PDS
Mananar-Nord male 1,22 1,0¢ 1,11¢
Mananara-Nord femelle 1,33 1,41 0,943
Mananara-Nord male 1,38 15 0,920
Mananara-Nord male 1,36 1,48 0,919
Mananar-Nord femelle 1,24 14 0,88¢

MOYENNE 1,30¢ 1,37¢ 0,957
Torotorofots) male 1 0,8 1,111
Torotorofotsy femelle 1,3 1,2 1,083
Torotorofotsy femelle 1,14 1,12 1,018
Torotorofotsy femelle 1,1 1,2 0,917
Torotorofots) male 1,3¢ 1,5t 0,89(

MOYENNE 1,184 1,194 1,004

TEST DU Chi 2 0,19 > 0,05 0,32 > 0,05 0,02 < 0,05
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Le test du Chi 2 pour la vérification de la clagd&ge des dix individus a comparer indique
une valeur non significative. Ce qui signifie ques dndividus appartiennent effectivement a la
méme cohorte. Cependant, le test effectué sur i@pamison de la longueur museau-cloague
(SVL) et le poids montre une valeur largement digaiive. Ce qui démontre I'existence d’'une
importante différence morphologique entre ces iiddis. La valeur du poids moyen des individus
(méles ou femelles) de la population Mananara-Noédente une nette différence de 0, 182 kg de
plus par rapport a celle de Torotorofotsy. Paeai$, la majorité des individus de la population de
Mananara-Nord que ce soit male ou femelle présaredaille supérieure a celle de Torotorofotsy.

Les résultats détaillées des données morphométrigires que les bases de données

biologiques et écologiques sont représentés daableau n° 15 de I'annexe I, p. VIILI.

[ll- 2 - Mesure de la diversité génétique
A- Erreurs détectées a partir de Microchecker® et @rvus®
- Alleles nuls

Les vingt individus issus des deux populationséétanalysés avec les dix sept paires
d’amorces. Le fragment amplifié par une paire d’ezacest considéré comme un locus et sa
taille en paires de bases comme allele. Tous Eglésentent des variations mais afin d’avoir
des résultats fiables, il est nécessaire de détestéventuelles erreurs. Comme il est indiqué par
les deux graphes des figurésl2 et 13 ci-apres, il y a un excés général d’hgmotes pour la
plupart des classes d’alléles. Deux loci dont JAM &t MAD 317 sont suspectés de présenter

des alleles nul@Microchecker®)

Frequency of Differences (bp) (Cl: 95%) Frequency of Differences (bp) (Cl: 952%)
Fopulation: NARABOAR3 ¥ Observed value Fopulation: NARABOABR.3 H Observed value
Locus: JAk124_58 + hdean expected value Locus: MADI7_50 ¢ hean expected value
9-| X - X
F-f= 2
o s
6_
.. q°
u u 4-
8 A= e .
n 3- n
E o 1 c ?
¥ i ¥ 1
0- M, 0

TR T = [ 0 7 2 9 4 5 & 7 B 3 A0 ig 13 14
Allele differences (bp) Allele differences (bp)

Figure n°8: Fréguence des homozygotes Figure n°9 : Fréquence des homozygotes
attendus et observés montrant I'évidence attendus et observés, montrant | évidence
d alleles nulgLocus JAM 124) dallelags(Locus MAD 317

-23-



Résultats et interprétations

Le locus JAM 124 présente plus de 50% d’alleles@aesant dans la méme classe
de dimension. Le locus MAD 317 présente un nonbdied d’homozygotes de 1, 95 attendus et
8 observés. A partir du programme Cervus®, quaktedrésentent des fréquences d’alleles nuls
tres élevées. Les alleles présentant une fréquemEgieure a 10% sont considérées comme nuls
et rayés de la liste : JAM 124 ; MAD 317 ; MAD 97BIAD 989 (tableau n° 9, annexe I).

B- Déséquilibre de liaison

Pour la suite de I'étude, treize loci micrediges seront utilisés au lieu de dix sept. La
valeur de la probabilité P est de 0, 000641 <<9),Wapres ce résultat, cette valeur est non
significative pour un intervalle de confiance d&®3’ou, le non évidence d’un déséquilibre de

liaison pour 'ensemble des 13 loci.

C- Equilibre de Hardy Weinberg (HWE)

La valeur de la probabilité P pour chaque $odans la population de Torotorofotsy est
comprise entre 0,0510 et 1 et entre 0,0786 et 1 pelle de Mananara-Nord. Ces probabilités
expriment la constance génétique d'une populatiose@n de laquelle les croisements se font au
hasard, tel qu@ > 0,05signifie que le modele utilisé est conforme au éledttendu de Hardy-
Weinberg. Par ailleurs, le test ne montre aucualtaspour les loci MAD 16 et MAD 282 dans
la population de Mananara-Nord, signifiant quetifeation n'a pas pu étre effectuée par le

programme.

Tableau r° 3: Valeurs de la probabilité P pour chaque locus @ées ghopulations

TOROTOROFOTSY MANANARA-NORD
Valeur de P pour Chi2 P : HWE | valeur de P pour Chi2 P : HWE
LOCI chaque locus > 0,05 chaque locus > 0,05

SANZ 56 0, 8045 0, 0099 0, 3519 0, 0076
SANZ 11 0, 4805 0, 0007 1, 0000 0, 000Q
JAM 39 0, 1361 0, 0007 - 0, 0088
JAM 145 0, 9011 0, 0029 0, 3828 0, 0067
MAD 16 1, 0000 0, 0000 - -
MAD 51 0, 1126 0, 0026 1, 0000 0, 0000
MAD 119 0, 3045 0, 0026 0, 5380 1, 0000 0,0000 0, 7901
MAD 229 1, 0000 0, 0000 1, 0000 0, 0000
MAD 251 0, 7260 0, 0065 0, 5753 0, 0144
MAD 282 1, 0000 0, 0000 - -
MAD 290 0, 8425 0, 0024 0,2214 0, 0029
MAD 316 0, 0510 0, 0019 0, 7431 0, 0042
MAD 369 0, 0870 0,0131 0, 0786 0, 0114
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D- Diversité et hétérozygotie par population
a- Richesse allélique (nombre moyen d’allélgsr locus et par population)

Le nombre d’alléles détectés par locus varie dd.4 @n considérant les données
comme échantillons assemblés. La population detditsy présente le plus grand nombre
d’alleles. En effet, le nombre d'alleles rencon&é&hacun des loci polymorphes exprime le degré
de diversité génétique d’une population. Ainsi,cauvae difféerence de dix alléles, la diversité en
nombre differe d’'une population a une autre. D’oceaniveau, la population de Torotorofotsy

présente plus de variation par rapport a celle daaviara-Nord.

Tableau i’ 4 : Nombres d'alléles par locus et par populatidieie taille en paire de bases

LOCI g’gwékl)éi Nombre d alléles Proportion moyenne Taille des alléles
(Torotorofotsy) (Mananara-Nord) d’'alleles estimés (PAIRE DE BASE)
SANZ 56 10 8 10, 852 [294 -330]
SANZ 11 5 6 1,999 [188 - 190]
JAM 39 10 4 7,482 [150 - 170]
JAM 145 6 8 7,518 [120 - 142]
MAD 16 2 1 2,756 [219 - 225]
MAD 51 8 10 3,832 [190 - 212]
MAD 119 3 3 2,752 [151 -155]
MAD 229 4 6 2,641 [239 - 243]
MAD 251 9 4 10, 024 [152 - 214]
MAD 282 2 1 1,976 [155 - 157]
MAD 290 14 14 4,269 [228 - 236]
MAD 316 4 4 5, 387 [294 - 330]
MAD 369 4 2 14 [145 - 215]
TOTAL 81 71
MOYENNE POUR DIX
INDIVIDUS 6, 23 5, 46 5, 806
DIPLOIDES
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b- Tailles et frequences des alleles par locus edmpopulation

Pour une analyse de comparaison facilement compséiie, les alleles de chaque
locus seront attribués par des chiffres allant @2D. La taille des alléles en paires de bases et

les fréquences des alleéles par locus pour chaquélgimn sont détaillées ci-apres.

1. Locus SANZ 56

Quatorze alleles sont observés dans ce bewsille comprise entre 294 et 330 pb.
La fréquence de ces alléles varie entre 5 & 20 8% Bansemble des populations. Trois alléles
dont l'alléle 2, 3 (MN) et 6 (T) présentent uneguénce plus élevée et sept alléles montrent une
minimale de 5 % (1, 9, 10, 14 : T) et (5, 12, MN). A cette répartition ou la richesse allélique
est plus élevée dans la population de Torotorofot®tte derniére se trouve plus variée
alléliquement par rapport a celle de Mananara-Nidgdre n° 10).

0,25 - Locus SANZ 56

0,24
8
2 0,15 4 OTORCTOROFOTSY
g mMANANARA NORD
¥ o014
=]
(')

o1 ] H

i} T 1 1 1 f T
12 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14
Alleles

Figure n° 10 : Histogramme des fréquences des alléles
du locus SANZ 56 pour chagpepulation

2. Locus SANZ 11

Ce locus présente six alleleatda taille est comprise ent#88 et 190 pb. La
fréequence des alleles varie entre 5 & 50 %. Lalptipn de Mananara-Nord differe de celle de
Torotorofotsy pour un alleéle de plus (allele 6 : 4. Par ailleurs, l'allele commun 1 est
représenté a une fréequence de 50 % dans la papuldd Mananara-Nord contre 45 % a
Torotorofotsy. Cette distribution permet a la pagion de Mananara-Nord de se situer a un
niveau de diversité allélique plus élevé par rappocelle de Torotorofotsy (figure n° 11 de la
page 27).
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Locus SANZ 11

0,6 1
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Figure n° 11 : Histogramme des fréquences des alléles
du locus SANZ 11 pour chaque population

3. Locus JAM 39

Ce locus présente dix alléles de taille casepentre 150 et 170 pb. La fréquence
des alléles varie entre 5 a 40 %. Quatre alléles doservés dans la population de Torotorofotsy
plus six qui lui sont propres avec une fréquencdéapassant pas les 10 %. Celle de Mananara-
Nord possede quatre alléles avec deux (4 et @rfamt représentés et deux autres (2 et 5) a une
fréquence respective de 15,5 % et 5 %. La populate Torotorofotsy montre plus de variation
génétique par rapport a celle de Mananara-Norcenaeffet, un locus possédant 10 alleles de
fréquences voisines apporte plus de variation ggets une population qu'un locus n'ayant que

quatre alleles dont deux faiblement représentés (Pil12 ci-dessous).

Locus JAM 39

0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 - O TOROTOROFOTSY
0,2 m MANANARA NORD
0,15 -
0,1 -
0,05 -
o

Frequences

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Alleles

Figure n° 12 : Histogramme des fréquences des alléles
du locus JAM 3%our chaque population

4. Locus JAM 145

Neuf alleles sont observés dans ce locuaitie tomprise entre 120 et 142 pb.
La fréquence des alleles varie entre 10 a 30 % ajoe dans l'autre population elle va de 5 a 35

%. La population de Mananara-Nord possede huitealldont trois Iui sont propres alors que
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celle de Torotorofotsy ne présente que six alld@g un (6) lui est distinct. Dans la population
de Torotorofotsy, La répartition de ces fréqueraédiques offre a la population de Mananara-
Nord une diversité allélique plus élevée par rappocelle de Torotorofotsy (figure’ i3 ci-

dessous).

Locus JAM 145

0,4 -
0,35 1
0,3 A
0,25 -
0,2 4

0,15 -
0,1+
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O -
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B TOROTOROFOTSY
0 MANANARA NORD

Frequences

Figure n° 13 : Histogramme des fréquences des alléles du lbaNs145
pour chaque population

5. Locus MAD 16

C’est le locus présentant le minimum de nantballeles au niveau des deux
populations. Deux alléles sont observés de tadl@prise entre 219 a 225 pb. Ces alleles sont
tous rencontrés dans la population de Torotorofatsc I'alléle 2 qui lui est propre tandis qu’un
seul allele est identifié dans la population Mamasdord. L'allele 1 est représenté a une
fréquence de 100 % dans la population de Torottspfoontre 65 % dans celle de Mananara-
Nord. En effet, ce locus tend a étre monomorphe pelle de Mananara-Nord. La population de
Torotorofotsy se situe ainsi a un degré de div@igliqgue plus importante par rapport a celle de

Mananara-Nord (figure n° 14).

Locus MAD 16
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Figure n° 14 : Histogramme des fréquences des alléles
aiclis MAD 16 pour chaque population
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6. Locus MAD 51

Ce locus présente quatorze alleles de taille entre 190 et 212 pb. Une répatrtition
irréguliere des fréquences alléliques est observée (5 & 30 %). Avec dix alleles, la population de
Mananara-Nord détient la majorité. Cependant, la population de Torotorofotsy en dispose huit,
desquels quatre (5, 6, 10, 13) lui sont propres. Les six alléles propres a la population de
Mananara-Nord (fréquences avoisinants les 5 et 10 %) lui offrent une importante diversité
alléliques par rapport a celle de Torotorofotsy (figuré5).

Locus MAD 51
0,35 -

0,3 1
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Figure n° 15 : Histogramme des fréquences des alléles
du locus MAD 51 pour chaque population

7. Locus MAD 119

Ce locus présente trois alleles communs dont la taille est comprise entre 151 et 155
pb. Les fréquences alléliques varient entre 5 & 80 %. Au niveau des deux populations. L'alléle 2
est représenté a une fréquence de 80 % dans la population de Torotorofotsy contre 75 % dans
celle de Mananara-Nord. L’allele 1 présente une fréquence minimale a 0,5 %. A cette répartition,
La variabilité génétique ne différe pas d’'une population a I'autre (figuté ni-dessous).
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Figure n° 16 : Histogramme des fréquences des alléles
du locus MAD 119 pour chaque popula
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8. Locus MAD 229

Ce locus présente six alleles dont l¢etait comprise entre 239 a 243 pb. Avec une
fréequence variant entre 10 a 30 %, les six allét@®t tous rencontrés dans la population de
Mananara-Nord avec deux (4 et 6) qui lui sont pgepia population de Torotorofotsy ne
posséde que quatre alleles communs (1, 2, 3, B)efréquence variant autour de 15 a 45 %.
Cette distribution permet a la population de Mana+idord de se situer a une diversité allélique

plus élevée par rapport a celle de Torotorofotsy.
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Figure n° 17 : Histogramme des fréquences des alléles
u bcus MAD 229 pour chaque population

9. Locus MAD 251

Ce locus présente neuf alleles dansdieride des populations de taille comprise
entre 152 a 214 pb. Les fréquences alléliques Magatre 5 a 35%. Ces alleles sont tous
présents dans la population de Torotorofosy aveg €1, 6, 7, 8, 9) qui lui sont propres. La
population de Mananara-Nord possede quatre alf{2le3, 4, 5) communs de fréquences variant
entre 5 a 35 % et entre 15 a 25 % dans la popaoldgol orotorofotsy. A cette répartition, aucune
différence de diversité génétique n’est visibleeigs deux populations (figuré b8 ci-apres).
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Figure n° 18 : Histogramme des fréquences des alléles
du locus MAD 251 pour chaque popula
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10.Locus MAD 282

Ce locus présente quatre alléles doruailke test comprise entre 145 a 215 pb. Ces
alleles sont tous observés dans la population detdiofotsy avec trois (1, 3, 4) qui lui sont
distincts. Celle de Mananara-Nord ne présente ‘glielé commun 2 a une fréquence maximale
de 100 %. Avec trois alléles (1, 3, 4) caractéyists de frequences respectives de 10 %, 5 % et 5
%, la population de Torotorofotsy met en évidenneimportant polymorphisme par rapport a

celle de Mananara-Nord (fig° A9 ci-dessous).
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Figure n° 19 : Histogramme des fréquences des alléles
u bcus MAD 282 pour chaque population

11.Locus MAD 290

Ce locus présente le nombre maximal d&dldont la taille est comprise entre 228 a
236 pb. Les fréquences alléliques varient entreadls %. Six alléles sont caractéristiques de la
population de Torotorofotsy et huit autres lui spatrtagés. A nombre égal avec les alléles
propres de Torotorofotsy, la population de ManaiNwed en possede six (2, 9, 12, 14, 17 et 18)
qui lui sont distincts. La population de Mananam@dNmet davantage une différence de 4, 5 %
par rapport a celle de Torotorofotsy pour l'allddemmun 7 et appose une légére diversité

allélique de plus par rapport a celle de Torotayfo

Locus MAD 290

0,16
0,14
0,12
0,1

0,08 o TOROTOROFOTSY

0,06 . MANANARA NORD
0,04
0,02
o

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Frequences

Alleles

Figure n° 20 : Histogramme des fréquences des alléles
dulscMAD 290 pour chaque population
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12.Locus MAD 316

Cing alléles sont identifiés dans ce loausc la taille comprise entre 294 a 330 pb.
Les frequences alléliques varient entre 5 a 60 &pdpulation de Torotorofotsy présente quatre
alleles (1; 2; 3; 4) dont un (2) lui est propteune égale répartition des effectifs alléliques,
population de Mananara-Nord en posséde quatre3(14 ; 5) avec un (5) qui lui est distinct.
Cependant, en comparant la fréquence des deuesaliglvés des deux populations, celle de
Mananara-Nord montre une diversité plus large ppport a celle de Torotorofotsy (figuré n
21).
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Figure n° 21 : Histogramme des fréquences des alléles
du locu$®\M 316 pour chaque population

13.Locus MAD 369

Trois alleles sont observés dans ce lames la taille variant au nombre de 155 a
157 pb. Les fréquences alléliques varient entre @ &o0. Un allele (3) reste distinctif de la
population de Torotorofotsy tandis qu’un autre g@yur celle de Mananara-Nord. La fréquence
de I'allele commun 1 montre un maximum de 90 % pawopulation de Mananara-Nord contre
80 % pour Torotorofotsy. A cette répartition théoement analogue, la diversité allélique au

niveau des deux populations ne montre aucune eiféér (figure H22).

Locus MAD 369

0,9
0.8
0,7
8’2 0 TOROTOROFOTSY
0.4 = MANANARA NORD

0,3
0,2
N
0 : - :
1 2 3
Alleles

Figure n° 22 : Histogramme des fréquences des alléles
du locus MAD 369 pour chaque population
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c- Diversité génique par locus et par population

Basée sur la valeur de la moyenne totaléad#iversité génique (tableau n° 5), la

population de Torotorofotsy montre une légere diifi€e de plus par rapport a celle de

Mananara-Nord.

Tableau i’ 5: Diversité génique par locus et par population

LOCI Population de Population de
TOROTOROFOTSY MANANARA-NORD
SANZ 56 0,922 0, 894
SANZ 11 0, 433 0, 267
JAM 39 0, 867 0, 817
JAM 145 0,772 0, 800
MAD 16 0, 361 0, 000
MAD 51 0, 372 0, 433
MAD 119 0, 361 0,411
MAD 229 0, 267 0, 189
MAD 251 0, 883 0, 889
MAD 282 0, 389 0, 000
MAD 290 0, 600 0, 622
MAD 316 0, 739 0,761
MAD 36¢ 0,97¢ 0,972
MOYENNE 0,611 > 0, 543

d- Hétérozygotes observés (Ho) et hétérozygotes attersdHe)

Comme il a été mentionné aupamgVvTreize loci microsatellites ont été utiliséaip
déterminer les variations génétiques au niveaueds gopulations d&anzinia En allant plus
loin, les résultats suivants vont permettre de aednm davantage cette diversité génétique en
I'évaluant par le taux d’hétérozygotes observés) @tattendus (He). Le tablealiGide la page
34 montre les valeurs des hétérozygotes obsen@sefitelle des attendus (He) dans I'ensemble
des populations. D’aprés ce tableau, Ho et He naraspectivement entre 0, 20a 0,90 et 0, 18 a
0, 97. En se basant sur la moyenne totale de (H&)e3, elles montrent une valeur significative.
Ceci signifie I'existence de nombreux individusérézygotes au niveau des deux populations.
Cependant, ces valeurs d’ensemble ne révelentapdifférence entre les deux populations mais

elles illustrent tout simplement le niveau de dsitérgénétique interne de ces populations.
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Tableau n’ 6 : Hétérozygotes observés et Hétérozygotes attesmhss| ensemble des

populations.
LOCI Hétérozygotes observés | Hétérozygotes attendus Hétérozygotes total (Ht)
(Ho) (He)

SANZ56 0, 850 0, 908 0, 927
SANZ11 0, 450 0, 350 0, 355
JAM39 0, 800 0, 842 0, 845
JAM145 0, 900 0, 786 0, 812
MAD16 0, 200 0, 181 0, 190
MAD51 0, 350 0, 403 0, 394
MAD119 0, 350 0, 386 0, 377
MAD229 0, 250 0, 228 0,231
MAD251 0, 900 0, 886 0, 896
MAD282 0, 250 0, 194 0, 222
MAD290 0, 550 0,611 0, 612
MAD316 0, 700 0, 750 0,734
MAD369 0, 800 0, 975 0, 965
Totale des 0,56 >0, 50 0,57 >0, 50 0, 581
moyennes

L’'analyse séparée de He et Ho pour chaque popnlatibapres effectuée. Avec les valeurs
respectives des hétérozygotes attendus (He) qui teas significatives pour l'une ou l'autre
population (tableau n° 7, page 35), la populatienTdrotorofotsy présente une hétérozygotie
plus élevée par rapport a celle de Mananara-Nord.oire, une différence importante est
constatée entre les deux populations au niveawade ldci dont MAD 16 et MAD 282. En effet,
ces deux loci sont polymorphes dans la populat®arotorofotsy tandis qu’ils ne le sont pas
dans l'autre population. Par conséquent, la pojamate Torotorofotsy présente plus de variétés

d’alleles par rapport a celle de Mananara-Nord.
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Tableau r° 7 : Taux des hétérozygotes observés (Ho) et attefitkjspour chaque population

POPULATION DE TOROTOROFOTSY
Locus He He % Ho Ho % Nombre d échantillon
SANZ56 9, 2100 0, 92105 9 0, 90 20
SANZ11 4,4200 0, 44211 6 0, 60 20
JAM39 8, 5200 0, 85263 6 0, 60 20
JAM145 7, 8400 0, 78421 10 1,00 20
MAD16 3, 6316 0, 36316 2 0, 20 20
MAD51 3, 6316 0, 36316 2 0, 20 20
MAD119 3, 5263 0, 35263 2 0, 20 20
MAD229 2,6842 0, 26842 3 0, 30 20
MAD251 8, 8421 0, 88421 9 0, 90 20
MAD282 3, 9474 0, 39474 2 0, 20 20
MAD290 6, 0000 0, 60000 6 0, 60 20
MAD316 7, 3684 0, 73684 7 0,70 20
MAD369 9, 6842 0, 96842 8 0, 80 20
MOYENNE 0,61012>0,% 0, 59
POPULATION DE MANANARA-NORD
Locus He He % Ho Ho % Nombre d échantillon
SANZ56 8, 8947 0, 88947 8 0, 80 20
SANZ11 2,6842 0, 26842 3 0, 30 20
JAM39 8, 2632 0, 82632 10 1,00 20
JAM145 8, 0000 0, 80000 8 0, 80 20
MAD16 * 0, 00000 * 0 20
MAD51 4, 3684 0, 43684 5 0, 50 20
MAD119 4,1579 0, 41579 5 0, 50 20
MAD229 1, 8947 0, 18947 2 0, 20 20
MAD251 8, 8947 0, 88947 9 0, 90 20
MAD282 * 0, 00000 * 0 20
MAD290 6, 1579 0, 61579 5 0, 50 20
MAD316 7,5789 0, 75789 7 0,70 20
MAD369 9, 6316 0, 96316 8 0, 80 20
MOYENNE 0, 542509 > 0,5 0,53

e- Coefficient de consanguinité (FIS)

La population de Mananara-Nord possede w@fficeent de consanguinité inférieur
(0,008) a celle de Torotorofotsy (0,031). Cecingig qu’il y a accouplement plus fréquent entre
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individus apparentés a Torotorofotsy qu’a Manariwed. Les résultats détaillés par locus pour
chaque population sont présentés dans tableau aé @nnexe I, p. VI.

Il -3 - Fréquences des alleles privés et nombre danigrants

Les résultats provenant de la méthode des alfgleés montrent une fréquence moyenne
de 0, 09 et ceux du nombre de migrants par class@ &, 45241. D’apres ces proportions,
approximativement 9% d’alleles privés sont rena&sau niveau des deux populations. La valeur
du nombre de migrants par classe justifie I'existerd’'un flux génique entre les deux

populations.

lll- 4 - Test de détermination de I'effet de goulot(valeurs obtenues a partir de I'|AM)

Dans treize loci, seul le locus JAM 39 est suspdet@résenter une valeur significative
pour I'évidence d’'un effet de goulot (*) au nivedes deux populations (tableau n° 11 et 12 de
I'annexe I, page VI et VII). Le tablealf A3 de la méme annexe (p. VII) représente des rsleu
permettant de vérifier 'excés ou le déficit d’ét#ygotes dans la population de Torotorofotsy.
En utilisant un intervalle de confiance de 95%ptababilité d’excés d’hétérozygote n’est pas
significative :(He = 0, 16980> 0, 05) Ce qui emmene a rejeter I'évidence d’'un effegdelot
pour cette population.

Pour la population de Mananara-Nord les résultaésgntés dans le tableau n° 12 de
I'annexe | ne montrent aucune valeur significatieda probabilité P. Pour les deux loci MAD 16
et MAD 282, il n'y a pas de valeurs car ils sontnomorphes. Toujours dans l'annexe | et
donnée par le tableaw’ 14 (p. iii), la probabilité d’excés d’hétérozygetéHe) n’est pas
significative. Ceci explique la non évidence d'dfeede goulot dans la population de Mananara-
Nord. Ces résultats sont aussi appuyés par leeeSgw 27 et 28 (annexe Il, p. vi). Généralement,
quand Ho > He il y a indication d’un récent effet gbulot or d’aprés ces graphes, il se trouve
que la différence entre He et Ho fournit beaucdup de valeurs positives.
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IV - DISCUSSIONS

IV- 1 - Analyse morphométrique

Les résultats obtenus sur les valeurs moyenngmidis et celles de la longueur du corps
montrent une différence significative en comparast cinq individus de méme age des deux
populations. En effet, en plus des observationectds, les individus de la population de
Mananara-Nord sont plus lourds et montrent unedeng du corps plus élancée par rapport a
celle de Torotorofotsy.

Un des plus importants facteurs pouvant influeraecroissance d’'un individu est la
nourriture. Les deux sites possedent une varié@nguable d’animaux pouvant servir de proies.
D’un c6té, la réserve de biosphére de Mananara-blorite six especes de rongeurs, huit espéces
de tenrecidae (Raheriarisena, 2001) et neuf esplcé&smuriens (Pollock J., 1987). De l'autre,
les marais de Torotorofotsy renferment entre a8sspeces d’oiseaux (Golder Associates Inc.,
1998) et pas moins de onze espéces de lémuriemséfmation breeding specialist group, SSC/
IUCN, 2002). Cependant, c’est la taille et la dispdité des proies qui differe d’'un site a l'autre
et qui explique la différence de taille des serpeftors que dans les marais de Torotorofotsy ou
au moins 40 espéces d’amphibiens sont présentddegiGassociates Inc., 1998), constituant des
proies journaliéres certes faciles mais de tre#tepédille, dans la réserve de biosphére de
Mananara-Nord les proies sont relativement grardesont plus adaptées a leurs besoins en
nourriture. En outre, les changements de tempéatihumidité et de structure d’habitat
engendrés par les différences d’altitude entreléesc sites peuvent affecter la morphologie ou la
taille de cette espéce. L’étage d’altitude principal aux tesi desquelles les changements
apparaissent le plus nettement pour diverses esp@imales se situe vers 800 m (Goodman et
Wilmé, 2003) d’autant plus quganzinia madagascariensg rencontre principalement dans les
régions de basses altitudes (Vences et Glaw, 2@)8)effet, Torotorofotsy est situé a une
altitude plus élevée ou la moyenne de températstepkis fraiche. Contrairement a ceci,
L'emplacement altitudinal de Mananara-Nord offree wwondition thermique plus favorable au
mécanisme digestif d®@anzinia madagascariensis.

Par ailleurs, la forme plus effilée du corps chezihdividus de Mananara-Nord peut étre
expliquée par la plus grande activité des serpsatsles arbres. En effet, contrairement a la

végétation des marais de Torotorofotsy ou 70 %adsulface du site sont couvertes de prairie
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marécageuse, celle de la réserve de biosphéreéektmpinée par des espéeces arborescentes. Ces
différentes formes de végétations peuvent avoiretfess sur la morphologie des serpents.

Malgré ces constations, en réalité avec un éctamtile 10 individus par population, il se
trouve trés difficile de comparer les niveaux deedjences morphologiques entre les deux
populations. Les résultats obtenus ne montrentgsalifférences morphologiques superficielles
qui ne représentent qu'une infime partie des ptisgs&$de différences permises par le stock
génétique. L'utilisation des données morphomeétsqae place alors dans la présente étude
comme un complément de l'analyse génétique. Qubii gu soit, ces variables quantitatives
constitueront des résultats préliminaires pour &edres études ultérieures utilisant un

échantillonnage plus conséquent.

IV- 2 - Classe d’age et reproduction

D’apres les subdivisions de la figure n° 6 et rfe la page 22, 'ensemble des données est
divisé en quatre cohortes dont jeunes éclos, jeuseb-adultes et adultes. Ces données
permettent d’obtenir plus d’exactitudes sur lagdeide reproduction qui est encore actuellement
peu connue. En effet, la présence des jeunes remnait éclos (points carrés les plus hauts de la
courbe) démontre que I'échantillonnage a été effecfuelques périodes aprés I'éclosion. Par
conséquent, comme la période d’incubation dureassept mois (Glaw et Vences, 1994) et que
I’échantillonnage est effectué le mois de févriemars, le début de la période de reproduction
serait alors situé vers le mois de juillet. Ceseoltions sont en concordance avec une étude
réalisée par Branch et Erasmus (1976) ou trois lfemegravides collectées a Perinet (2)
(Tamatave) et a Ambanja (1) (Diégo Suarez) engiuilB74 donnaient naissance respectivement
a des serpenteaux le mois de décembre (1974)gjagivimars (1975).

IV- 3 - Déséquilibre de liaison

La création et lintensité d'un déséquilibre deidam sont dépendantes des forces
évolutives qui ont construit les deux populatiovito(irnel, 2008). Cependant, le résultat obtenu
reflete le fait qu’il y a non évidence d’associasopréféerentielles entre alleles de deux loci
marqueurs. Comme le déséquilibre de liaison do# &€cessairement causé par une liaison

gamétique (Abed, 2008), ce résultat permettraiide que les deux populations sont composées
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d’'individus trés peu apparentés pouvant représeatermieux la variabilité haplotypique

existante.

IV- 4 - Equilibre de Hardy Weinberg

Les valeurs de la probabilité P montigpre les deux populations sont typiquement dans la
proportion des attentes d’équilibre de Hardy WeigbeNéanmoins, le fait que ces deux
populations soient considérées en équilibre apnégst statistique n’implique pas que toutes les
conditions d’application de cette loi soient redpes (effectif infini, absence de mutation,
absence de sélection...) (Fleury, 1997). C’est &tsgela qu'on a décelé I'absence de certains
alleles dans la population de Mananara-Nord (loMAsD 16 et MAD 282) soupgonnant
I'existence d’'une éventuelle dérive génétique raspble de la disparition aléatoire d’alleles dans
une population (Ytournel, 2008). Il se peut aingiug équilibre génétique instantané apparent
soit observé a un moment donné alors que la populan question est soumise a une forte
dérive génétique. La seule hypothese respectéecpsudeux populations est que les croisements
se sont fait au hasard. Cependant, la populatioMaeanara-Nord présente un peu plus de
tendance vers cet équilibre par rapport a celleTdmtorofotsy. Ceci pourrait étre expliqué
théoriguement par I'inexistence d'un croisementaappt entre les individus de différentes

générations. La large distribution de cette especerait également y contribuer.

IV- 5 - Diversité génétique

La quasi-totalité des loci est révélée polymorphes les deux populations. Ce résultat
indique l'efficacité des loci microsatellites usiéis pour I'analyse de la diversité génétique des
populations étudiées. Ces populations présenteategoune diversité génétique notable.
Cependant, malgré la grande similarité observéee egites, la population de Torotorofotsy
semble étre plus diverse par rapport a celle deaklaa-Nord. Cette différence de variabilité que
montre la population de Torotorofotsy et qui est duson degré de diversité allélique plus élevé
peut étre expliquée par son emplacement géograghitfjueffet, ces marais se trouvent entre 15
a 20 km au Nord-Est de la réserve spéciale d’Anataotra et du parc national d’Andasibe-
Mantadia. Cette localisation offre a cette popolatine opportunité d’échange de flux de genes
entre d’autres populations périphériques constitaamsi une métapopulation. Contrairement a

ceci, malgré I'existence de la forét littorale damMdmpana qui se trouve a 80 km au sud de la
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réserve de biosphere. La population de Mananard-B®itrouve pratiquement isolée et a peu de

chance pour un éventuel échange de génes.

IV- 6 - Genes monomorphes et polymorphes

Les genes monomorphes n'ont pas de variabilit@dgfit Hubert, 2007). Au niveau des
séquences, deux loci (MAD 16 et MAD 282) présentdes genes polymorphes dans la
population de Torotorofotsy alors qu’ils sont mommphes dans celle de Mananara-Nord. En
effet, en comparant cette étude par une analysegar Matson en 2000 sur deux genres de boas
malagasy (Matsost al.,2000) ou dix marqueurs microsatellites étaiens toolymorphes sur 24
individus de Sanzinia (12 captifs et 12 sauvages). Ce monomorphismeontr& dans la
population de Mananara-Nord suggeére la régressiomedvariabilité génétique. La diminution
probable de la taille de la population suite agdent passage cyclonique et pour d’autres causes
d’origine anthropiques pourrait étre a I'origine cke monomorphisme. Toutefois, il n'est pas a
écarter I'existence d'une rechute des échangedudegénétiques liée a la reproduction des
individus isolés par des barrieres écologiques rfaant la multiplication des mémes genes
(Barton et Slatkin, 1986).

V- 7 - Taux d’hétérozygotie

Si le taux d’hétérozygotes observés est inférgenelui des attendus, il y a une déficience
en hétérozygotie (Hedrick, 1992). En analysant séenble des populations, la valeur des
hétérozygotes observés est inférieure a celle dggdzygotes attendus. Ceci s’explique par la
plus faible probabilité de dispersion d’'un allelarge population a I'autre (Slatkin, 1980). Cette
diminution du taux d’hétérozygotie peut étre lied'isolement des populations a cause des
barrieres naturelles (rivieres ; reliefs) ou aridlle (routes; barrages) ce qui empéchent
I'échange des génes entre les individus. En afiéme si de nouveaux alleles apparaissent par
mutation dans une population, leur probabilité deransmettre dans d’autres populations est
relativement faible méme s'ils présentent une fedbge élevée dans sa population d'origine. Les
deux populations présentent toutes une proportiogerme en hétérozygotie, signifiant que la

différence entre leur diversité génétique n’estggsificativement grande.
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IV- 8 - Absence d’alleles et fréquence alléliques

La différence génétique entre les deux populatamrsespond a la richesse et fréquences
alléliques difféerentes. Par ailleurs, ce qui martguplus la population de Mananara-Nord, c’est
I'absence d'alléles et la forte représentation'aé&le 1 et 2 (100 %) au niveau des loci MAD 16
et MAD 282. En effet, plus une population estngiea moins la fréquence de ses alléles varie
alors que dans une petite population l'alléle meuenir plus fréquent ou méme disparaitre. De
ces valeurs, il est constaté que la taille de faufation de Mananara-Nord se trouve relativement
petite par rapport a celle de Torotorofotsy et pliésente méme la tendance d’'une population
isolée. En réalité, c’est la fragmentation des tagébiqui conduit a I'isolement des populations et
a la réduction de leur taille. La réserve de bhiesp de Mananara-Nord se trouve parmi le siege
de violentes perturbations atmosphériques chrosi@Blash appeal Madagascar, 2008/ Fig. n°
29, annexe VI, p. x). De ces importants réseauxdgdphiques et de la prédominance des
roches sédimentaires, en cas de pluies cyclonitpsesaux des rivieres charrient des charges
sédimentaires importantes qui forment de tres gmrtcbuées La fragmentation commence
alors par la formation de ses trouées qui perfdibabitat. C’est la raison pour laquelle il n’est
pas rare de rencontrer dans la réserve de biospleeMananara-Nord de fortes pentes et des
vallées étroites et profondes bien qu’elle soit nmee de tres basse altitude.

En conséquence, cette population est dotée d'urefplble variabilité génétique et peut
avoir un potentiel évolutif limité surtout en cas cbnditions environnementales changeantes et

hétérogenes. Ceci peut conduire a une augmentitioisque d’extinction locale de cette espece.

IV- 9 - Flux de genes et nombre de migrants

Avec les résultats obtenus par la méthode deteslfgrivés, la valeur de la fréquence
moyenne confirme la possibilité d’existence d’umatge de genes entre ces populations. En
effet, avec une distance approximative de 304, ®3(kol d’'oiseau) entre Mananara-Nord et
Torotorofotsy une telle migration physique est isgible pour un serpent. Les explications
possibles pour ces résultats sont que premiereraergst en face d’'une population continue de
Sanzinia madagascariensiBeuxiemement, un facteur a permis de déplacer ghgsient les
serpents a un autre endroit plus proche de I'ufaniire des deux sites et troisiemement, il peut
s’agir aussi d'un géne qui n'a jamais évolué audil temps. La sous espée&anzinia

madagascariensis madagascariengdaw et Vences2007) est localisée uniquement le long de
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la cbte Est malgache. En effet, lorsqu’'une espéceupe un trés large territoire, des
différenciations génotypiques ou phénotypiques ségjuemment observées. Due a une
mutation de génes, cela peut causer une diffédeceaée entre les individus d’'une méme espece.
Cependant, d’autres études supplémentaires devé&rerfaites pour confirmer ou infirmer cette

hypothese.

IV- 10 - Données génotypiques

Le monomorphisme observé au niveau des séquemsetod MAD 16 et MAD 282
semble indiquer I'existence d’'un effet de goulonslda population de Mananara-Nord. Or,
d’apres les résultats obtenus dans le tableau (&ri¥exe |, p. iii), ce phénomene est rejeté car la
probabilité d’excés d’hétérozygote n’est pas sigative (He « excess », 0.41553).05). Cette
perte de la variabilité génétique pourrait étresathue a I'effet fondateur.

En effet, ce dernier se manifeste lorsqu'une pdipulae fragmente et forme des groupes
peu nombreux qui sont isolés les uns des autredgsaobstacles géographiques qui apparaissent
au cours du temps (Goodnight, 1998). Une partieomapte de la diversité genétique est perdue
lorsque ce phénomene se manifeste et cette pdrtgoegent liee a I'endogamie suite a cet
isolement. C’est le cas des deux loci cités cidagsPourtant, cette diversité peut parfois se
reconstituer ou au moins partiellement. Cet efbetdhteur pourrait entrainer aussi une perte de
géenes qui se traduit par la faible diversité g€ueétiobservée a Mananara-Nord par rapport a la
population de Torotorofotsy. Plusieurs phénomenesivgnt étre a l'origine de cette
manifestation dont les catastrophes naturelles cones cyclones par exemples. De méme, la
sécheresse, la prédation pourraient entrainer ealersent une forte mortalité juvénile mais
aussi une diminution de la chance a échantillotesealléles rares. Toutefois, cet isolement peut
étre aussi a l'origine d’'une spéciation allopatégConsidérant les résultats du séquencage de
'ADN nucléaire avec l'ensemble des données génqtgs, le polymorphisme observé,
I'affinité entre la population de Torotorofotsy &ananara-Nord ainsi que les valeurs de
migration entre elles permettraient de dire quégg fort probablement d’'une seule et méme
population continue. Ceci parce que du point de gé&eétique, les deux populations montrent
une grande ressemblance malgré la distance coaBldéqui existe entre les deux sites.
Cependant, cette affirmation reste toujours ungkarhypothése parce que I'étude ne s’est basée

que sur 13 loci microsatellites.
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IV- 11 - Perspectives sur I'avenir de I'espéce

L'interaction entre le faible transfert de gendslee destruction continue et illimitée
d’habitats peuvent avoir des effets sur la fregaeealtélique c’est a dire une diminution de la
fréquence de certains alleles (alleles 2 et 3 waani des loci MAD 16 et MAD 282) dans la
population de Mananara-Nord et en gros sur la dit¢egénétique. La dominance d’autres alleles
dans une population peut conduire a la dispariiem alleles rares. De ce fait, il est a craindre de
perdre un grand nombre d’individus sous I'effenddmbrables facteurs calamiteux comme le
cyclone entrainant une destruction massive d’hisbithe monomorphisme exprimé par
I’'homozygotie peut causer un probléme pour la pagh de Mananara-Nord s’il continue a
proliféerer car plus loin, quand cette population lBemozygote pour beaucoup de ses genes
(généralement fortement consanguine), elle estidérie comme désavantagée et la chance pour
ses individus de résister & une maladie est trésnmai (St Raymond Moynat, 2008). Méme
indépendamment des maladies, la forte homogénéitétigue d’'une population réduit les

possibilités de celle-ci a s’adapter a des variatidenvironnement.

IV- 12 - Limite de I'étude

Tous les résultats précités ont été estimés ar phasi analyses statistiques qui utilisent
plusieurs programmes. Ces programmes requierenbnnre limité d’échantillons rassemblés et
ces échantillons ont été considérés étre reprégerdaine population entiere. Les résultats de
ses analyses ne représentent qu’une premiere ap@tmn. Cependant, ils montrent la
" tendance générale" de la population. Toutefdmytdes études ultérieures devraient étre faites
pour confirmer ces résultats.
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CONCLUSION

En essayant d’évaluer le degré de différence dersiié génétique entre les deux
populations, la présente étude n’a pas tout simgembouti & une fine comparaison. Elle a aussi
apporté dimportantes bases de données moléculgresnettant de consolider les
renseignements déja obtenus afin de voir plusd@ntres nouvelles stratégies de conservation
pour la pérennisation d8anziniamadagascariensis Malgré cela, les résultats présentés ne
constituent qu’'une modeste contribution a la cérézdtion génétique de cette espece.

Dix sept marqueurs microsatellites polymorphiques @é développés pour mesurer la
variabilité génétique a l'intérieur de deux popiglas, quatre loci sont considérés comme nuls car
ils présentent des fréquences d’alléles nuls ti@geés (le Locus JAM 124, MAD 317, MAD
970 et MAD 989). L'analyse détaillée des fréqueral&diques locus par locus a démontré que la
population de Torotorofotsy présente une divergéaétique plus élevée par rapport a celle de
Mananara-Nord. Cette diversité qui est souventtfonale I'état des habitats, s’explique ici par
contre par le fait que les marais de Torotorof@Esyrouvent a proximité de deux aires protégées
dont la réserve spéciale d’Analamazaotra et le patonal d’Andasibe qui offrent a cette
population une opportunité d’échange de flux deegeentre d’autres populations périphériques
et lui redonnent une structure génétique plus devgrar rapport a celle de Mananara-Nord. Il
parait aussi que la migration entre les deux pdijoua est chimérique. Mais résultant de la
méthode des alleles privés, la valeur obtenue woafi’existence d'un échange de genes entre
ces populations sans rejeter I’hypothése d’une latipa continue.

Les deux populations ne présentent aucune éviddnceeffet de goulot. La perte de la
variabilité allélique au niveau des loci MAD 16 MAD 282 dans la population de Mananara-
Nord est fort probablement liée a une endogamie suiin effet fondateur.

L’'analyse de la diversité génétique des deux poiomis en question est réalisée purement
par le biais des marqueurs d’ADN microsatelliteslé@aires. Ainsi, tous les résultats obtenus
démontrent en parallele la grande importance defreggnents génomiques. Bien que cette
diversité ne soit pas tragiquement faible pourdes deux populations, la situation ou se trouve
Sanzinia madagascariengiemeure actuellement préoccupante car de nomigeteurs dont le
cyclone, I'action de ’'homme, entre autres la degton de I'habitat restent toujours des menaces

majeures pour cette espéce.
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En conséquent, les résultats obtenus représentutant d’acquis pour la mise en oeuvre
d’'un nouveau programme de conservation. En oulies pourraient aussi servir de base a des
programmes plus conséquents d’études de la digagysitétique de différentes populations.

Au final, plusieurs facteurs dont l'isolement, gaclysmes naturels et I'histoire évolutive
expliquent la structuration génétique actuelledlsx populations d8anzinia Le maintien de la
variation génétique existante au sein d’autres jadpas constituera une étape importante dans

le cadre de la conservation de cette espéce esdessources genétiques.

RECOMMANDATIONS POUR LA CONSERVATION DE L’ESPECE

Méme si en ce moment, quelques villageois de ceairégions de Madagascar
continuent & croire que trouver ou toucher un badepmalheur d’ou, les fuir est la solution la
plus appropriée, d’autres poursuivent I'exploitatide sa chair et de sa peau. D’innombrables
mesures de conservation ont été déja appliquédegautorités compétentes comme le MNP, le
ministere de I'environnement et les différents oigaes non gouvernementaux ceuvrant sur
I'environnement. Pourtant peu d’études ont étéigées sur la structure génétique des boas en
vue d'apporter d’autres meilleures stratégies deservations pour son avenir. Du point de vue
génétique, des exemples pour maintenir la divessité suggerés ci apres :

» Envisager des réintroductions d’individus danssites ou la population s’appauvrit en
alleles ou méme en nombre (dans la présente daugepulation de Mananara-Nord est la plus
concernée). Ceci pourrait apporter une diversiicatgénétique d’'une population et méme
apporter d’autres nouveaux alléles rares.

» Les serpents ne souffrent a peu pres jamais daaarmitritionnelle, puisque leurs proies
contiennent tout ce dont ils ont besoin (si ce i@erest sain) (Bulliot, 2001). Le probleme
s’observe alors aprés les cataclysmes natureld’isoapacité de résistance des genes aux
maladies bactériennes. Ainsi, il est a recommanddefaire de nouvelles études génétiques en
sélectionnant les génes des individus qui ont tésisun cataclysme afin de comprendre quel
matériel biologique rend cette espéce plus régistarces maladies.

» Pour échapper aux prédateurs, les juvéniles apl@si@éns peuvent étre pris en captivité
pendant une période définie et relachés au mémmietharsqu’ils sont aptes a vivre dans les

conditions naturelles. La durée de I'applicationceéte idée a besoin d’'une étude pour ne pas
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déranger I'équilibre étho-écologique des animauntrgduits. Cette activité diminuera I'effet de
la sélection naturelle et permette la survie deages alleles.
Du point de vue physique et habitats :

» Les études concernant les maladies épidémiologsjues faune herpétologique aprés
passage d’'une catastrophe naturelle sont raresdaddacar voir inexistant. D’ou a ce niveau,
voir la faisabilité d'autres études fusionnant &ctrerche vétérinaire a la conservation. En
attendant, il serait intéressant d'effectuer ursndiéction adéquate post-cyclonique dans le but
de contrdler les colonies parasites responsablda diuction de la taille de la population de
cette espéce, ne serait-ce que pour un minimunésiafdction territoriale.

« Assurer l'intégrité des habitats pour que les massent vivre et se reproduire. Ceci est
possible en continuant la sensibilisation desthats locaux pour pouvoir diminuer les tavy
dans ces reégions (notamment dans la région de MamdNord). Cette sensibilisation doit étre
accompagnée d’'une installation de pare-feu a lieuéet a l'intérieur des foréts.

» Concernant la prédation humaine, envisager des@gdsven captivité pour la
consommation locale (restaurants), exemple dedeoe Farm » qui est une société d’'élevage de
crocodiles située a Ivato.

« Continuer ce genre d’étude dans le but d’appoeearalivelles perspectives tout en se

basant sur la technologie biomoléculaire car negltgts sont encore insuffisants
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Conservation de la Nature.

Convention :

RAMSAR, Iran (1971).Convention relative aux zones humides d’importanta&nationale, particulierement
comme habitats des oiseaux d'epp. 4-9.
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Pic rouge standard

Pic bleu: produits d’amplification

il mmhhl_ thhhl

GCCAT AAAACAGAAT GACATATCTG GAGGACAA TGGTE GACAG AATAAGC CTT GCACA
748 250 760 70 ‘RO 290

Base correspondante au pic Niiotesanilin

Figure n° 26: Electrophorégramme d’une séquence d’ADN micebie
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Figure n° 27: He — Ho pour chaque locus (population de Torotusy)
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Figure n° 29: Principales zones d'impactes des cyclones FAMEAN en février 2008

(Photo extraite du document Flash appeal Madaga2@a8)




ANNEXE I

Tableau n° 8: Récapitulatif des solutions utilisées ainsi que iemlume respectif au cours des
différentes étapes d’extractiodtlADN

Etapes d'extraction Nat/ure _de la Composa_nts dela Volumes utilisés(pl)
réaction solution
Solution tampon TE (10 500
DIGESTION DES Enzvmatique mM/1 mM),pH:7,5
PROTEINES ymatig Proteinase-K (10%) 25
SDS (20% 25
Phenyl Chloroforn
- Isoamyl (PCI) (50%/ 500
50%/ 1% ; viv)
. , - Chloroforme (min. 99%) 500
EPURATION DE L’ADN NaOAG 3V 50
Précipitation Isopropanol 100% 1250
EtOH 70% 50C
- Tris (0,1 M, pH 7, 5) 50

Tableau r°9 : Estimation de la fréquence des alléles nuls
(Résultats a partir du programme Cervus)

LOCI FREQUENCES DES NULS ALLELES
SANZ 56 +0, 0307
SANZ 11 -0, 1259
JAM 39 +0, 0143
JAM 124 +0, 3251> 0,1
JAM 145 -0, 0651
MAD 16 -0, 0442
MAD 51 +0, 0176
MAD 119 +0, 0091
MAD 229 -0, 0595
MAD 251 -0, 0193
MAD 282 -0, 0620
MAD 290 +0, 0429
MAD 316 +0, 0228
MAD 317 +0, 3761> 0,1
MAD 369 +0, 0772
MAD 970 0, 1488>0,1
MAD 989 0,1572>0,1

NB : La valeur d’'une fréquence négatiseamparable a zéro.




Tableau i’ 10 Détails des valeurs du coefficient de consantgiifilS) par locus

pour chaqugwplation.

LOCI TOROTOROFOTSY MANANARA-NORD
SANZ56 0, 024 0, 106
SANZ11 -0, 385 -0, 125
JAM39 0, 308 -0, 224
JAM145 -0, 295 0
MAD16 -0, 108 0
MAD51 0, 463 -0, 154
MAD119 0, 446 -0, 216
MAD229 -0, 125 -0, 059
MAD?251 -0, 019 -0, 013
MAD282 -0, 286 0
MAD290 0 0, 196
MAD316 0, 053 0, 080
MAD369 0, 182 0,177

FIS 0, 031 0, 008

Tableau h11: Résultats de recherche du phénomeéne d'effebdieiy
dans la population de Torotorofotsy (IAM)

TOROTOROFOTSY

LOCI He Ho E.S. | Prob: P
SANZ56 0,921 0, 8880, 032| 0, 111
SANZ11 0, 442 0, 2750, 156| 0, 261
JAM39 0, 853 0,741 0,08 | O0,014*
JAM145 0,784 0, 7360, 081| 0, 341
MAD16 0, 363 0,5870, 125/ 0,113
MAD51 0, 363 0,5830,127| 0,121
MAD119 0, 353 0, 4580, 150| 0, 304
MAD229 0, 268 0, 2760, 153| 0, 539
MAD251 0, 884 0, 8320, 050, 0, 123
MAD282 0, 395 0, 2840, 155| 0, 361
MAD290 0, 600 0, 5800, 126/ 0, 489
MAD316 0, 737 0, 6730, 105/ 0, 338
MAD369 0, 968 0, 9560, 013| 0, 134

Effet de goulot (*)05 05
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Tableau n® 12: Résultats de recherche du phénoméne d’effebdiigdans la
populationananara-nord (IAM)

MANANARA-NORD

LOCI He Ho E.S. Prob: P
SANZ56 0, 889 0, 8340, 048/ 0, 052
SANZ11 0, 26¢ 0, 27: (0, 15¢| 0, 53¢
JAM39 0, 82¢ 0, 837|0, 05(| 0, 38:¢
JAM145 0,8 0, 7960, 061] 0, 455
MAD16 0 - - -
MAD51 0, 437 0, 57¢|0, 12¢| 0, 19:
MAD119 0, 416 0, 4540, 147| 0, 391
MAD229 0, 18¢ 0, 27: 10, 15¢| 0, 49:
MAD251 0, 889 0, 8880, 033| 0, 443
MAD282 0 - - -
MAD290 0, 61¢ 0, 58¢(0, 12%| 0, 49:
MAD316 0, 758 0, 7400, 082| 0, 542
MAD369 0, 963 0, 9560, 013| 0, 372

Tableau i’ 13: Probabilité d excés et de déficit d hétérozygotes
dans la population dectorofotsy

Modeéles

Probabilité de déficit
d hétérozygotes

Probabilité d exce
d’hétérozygotes

IAM

0, 84729

0, 1698C> 0.0¢

Tableau i’ 14: Probabilité d excés et de déficit d hétérozygotes
dans la population de &tzera-nord

Modeéles

Probabilité de défic
d’hétérozygote

Probabilité d excée
d hétérozygotes

IAM

0, 61768

0, 41553> 0.05




VIII

Tableau n° 15: Données détaillées des mesures morphométrigioeses de données bioécologiques des individusrésp

NOM SCIENTIFIQUE DATE PHOTOS SITES POIDS en ¢ TTchen Altitude Latitude Longitude| SEXE SVL en gL en cm|biopsie|
Sanzinia madagascariensis | 14/200§DSC_0003.JPG 14:10 Mananara-ngrd 1410 147 25 ;etr® 16°25'01.5/E049°49'21.7]'femelle 133 14 0.2c¢
Sanzinia madagascariensis | 2/17/200§DSC_0007.JPG 14:48 Mananara-ngrd 148Q 154 28emetS 16°25'31.1/E049°50'05.9]' male 136 18 0.2c
Sanzinia madagascariensis | 2/17/200{ |[DSC_0008.JPG 17:. | Mananar-norc 190( 154 30 metre | S 16°25'03.€ |E049°49'12.4] male 13¢ 15 0.2cc
Sanzinia madagascariensis | 20/200§DSC_0015.JPG 09:40 Mananara-ngrd 1660 156 27 ;netr® 16°25'58.1'E049°50'11.0' male 139 17 0.2c
Sanzinia madagascariensis | 2/20/200{|DSC_0024.JPG 10:. | Mananar-norc 109( 13€ 7 metre | S 16°25'%53.1|E049°50'03.9 Jtixglnelle 122 14 0.2c¢
Sanzinia madagascariensis | /20/200§DSC_0025.JPG 10:26] Mananara-ngrd 100Q 134 12 snetr® 16°25'32.5[E049°49'43.6['femelle 121 13 0.2cc|
Sanzinia madagascariensis | 2/20/200§DSC_0027.JPG 10:38| Mananara-ngrd 140Q 137 28emetS 16°25'02.8/E049°49'14.6/'femelle 124 13 0.2cc|
Sanzinia madagascariensis | 2/21/200§DSC_0062.JPG 09:52] Mananara-ngrd 177Q 168 25eme® 16°25'56.11E049°49'13.0' male 153 15 0.2c¢
Sanzinia madagascariensis | 21/200§DSC_0047.JPG 09:27 Mananara-ngrd 500 10y 6 metres 16°25'51.1'1E049°50'07.9 :]l:;\/éelr]celle 96 11 0.2cq
Sanzinia madagascariensis | 21/200§DSC_0059.JPG 09:44 Mananara-ngrd 1500 158 14 snétr® 16°25'58.1/E049°49'11.9]' male 138 15 0.2¢c

POIDS MOYENNES 1371 144,6 TAILLE MOYENNE
TTLen

NOM SCIENTIFIQUE DATE PHOTOS SITES POIDSeng cm Altitude Latitude Longitude | SEXHE SVL en gL en cm|biopsie|
Sanzinia madagascariensis | i@/2/2008 | DSC_0007.JPG 18:1¢ Torotorofotsy 250 94 96 fnetresS 18°46'13.3|E048°25'41.6 :]l;;‘/grelle 84 10 0.2cq
Sanzinia madagascariensis | i@/2/2008 | DSC_0005.JPG 18:1¢ Torotorofotsy 1550 15@52 meétreq S 18°46'10.2E048°25'21.8]' male 138 14 0.2c¢
Sanzinia madagascariensis |8/2/2008| DSC_0048.JPG 16:2§ Torotorofotsy 100 64 6 f®tres| S 18°46'06.31E048°25'34.9 ":gvmeerlllllee 58 6 0.2cc
Sanzinia madagascariensis |r8/2/2008| DSC_0082.JPG 18:19 Torotorofotsy 199( 141952 meétreg S 18°45'37.2E048°25'35.4]'femelle 130 14 0.2c¢]
Sanzinia madagascariensis | 8/2/2008| DSC_0076.JPG 17:5¢ Torotorofotsy 2950 141950 meétreg S 18°45'35.01E048°25'23.1]'femelle 125 16 0.2cg
Sanzinia madagascariensis |r8/2/2008| DSC_0083.JPG 18:4 Torotorofotsy 1120 128987 meétreg S 18°45'30.51E048°25'18.7]'femelle 114 11 0.2c¢
Sanzinia madagascariensis | 1/3/200¢ |CIMG0004.JPG 22:£ Torotorofots! 120( 142|899 metre | S 18°47'27." |[E048°25'29.6| femelle 13C 13 0.2c¢
Sanzinia madagascariensis | r6/3/2008| CIMG0009.JPG16:27 Torotorofotsy 2000 144|893 meétreqd S 18°47'00.6'E048°25'40.6]' méle 130 14.5 0.2c
Sanzinia madagascariensis |6/3/2008 | CIMG0011.JPG16:40 Torotorofotsy 1200 122 49 9nétreg S 18°52'20.7'|E048°25'35.8|'femelle 110 12 0.2cc|
Sanzinia madagascariensis | 5/3/200¢ [CIMG0016;JPG16:4 Torotorofots! 90C 112|946 metre | S 18°51'58.€ |[E048°25'32.9] male 10C 13 0.2cc

POIDS MOYENNES 1326 124,2 TAILLE MOYENNE




Tableau n° 16 :Résultats génotypiques par locus et par populatiec les températures optimales de fixation

Individus Location SANZ56 | SANZ11| JAM39 | JAM145| MAD16 | MAD51 | MAD119 | MAD229| MAD251| MAD282| MAD290 | MAD316 | MAD369
56°C 58°C 58°C 60°C 60°C 60°C 54°C 54°C 50°C 54°C 56°C 60°C 54°C

TOROBOAS.1 Torotorofotsy 308316 188190 160160 12613221225 190190 153158 239239 158166 155157  228p2824126 169193
TOROBOAS.2 Torotorofotsy 312330 188188 154160 12414221221 190190 153158 239239 190202 155157  232p3P26132 175195
TOROBOAS.3 Torotorofotsy 310312 188190 154162 12412221221 190190 153158 239239 158202 155155  232p3P26132 159181
TOROBOAS8.4 Torotorofotsy 306310 188188 1621p4 12413221221 190190 155155 239243 154100 155157 22823028130 163163
TOROBOAS8.5 Torotorofotsy 312314 188190 1581p2 12413219221 190190, 153153 239243 152190 155155 22823224124 175183
TOROBOAS8.6 Torotorofotsy 294320 188190 1541b4 13412221221 190194 153153 239239 158174 155157 22823226132 145177
TOROBOAS8.7 Torotorofotsy 318320 188190 156156  1241321223| 190212 153158 239243 152158 155155  228p3P24124 165195
TOROBOAS.8 Torotorofotsy 310310 188188 158164 141221221 198198 153158 239239 168202 155155  232p3224128 189189
TOROBOAS.9 Torotorofotsy 306308 188188 1541b4 131219221 190190 153155 239239 152158 155157  228Pp3P24126 181215
TOROBOAS8.10| Torotorofotsy 308314 188190 156158 PBA1 221221 190190 151158 239239 154154  155[155 23223824124 159207
NARABOAS8.1 | Mananara-Nord 310324 188188 15616¢ 124124 221221 190198  153153923B3| 154170] 155155 232236 124130 175187
NARABOAS8.2 | Mananara-Nord 314324 188188 15016( 122130 221221 190190  153155923B3| 152198 155155 228236 126138 163169
NARABOAS8.3 | Mananara-Nord 302302 188190 150154 122130 221221 190202  153153923B3| 152158 155158 228228 124132 163175
NARABOAS8.4 | Mananara-Nord 304314 188188 15415¢ 120124 221221 190194  153153923B3| 156174 155158 232234 124132 179193
NARABOAS8.5 | Mananara-Nord 304304 188190 158164 120128 221221 190194  153155923B3| 186214| 15515 232234 124124 199199
NARABOAS8.6 | Mananara-Nord 304322 188190 15415¢ 122124 221221 190190  15315392443| 152196 1551585 232232 126126 165165
NARABOAS8.7 | Mananara-Nord 308314 188188 15617( 122126 221221 190190  153153923B3| 152170] 155155 232232 124138 155181
NARABOAS8.8 | Mananara-Nord 302310 188188 15415¢ 124124 221221 190190  1510153923B3| 154154 155155 232232 124128 145197
NARABOAS8.9 | Mananara-Nord 324330 188188 156164 122132 221721 190198  153155923B3| 152158 155155 232236 124124 175191
NARABOAS8.10 | Mananara-Nor¢g 302310 188188 15415¢ 122124 221221 190190  15315592443| 152156 1551585 232232 126132 155177




Tableau n° 17: Concentration finale des composants de la solute Longmire

Composants de la solution mere

Concentration finalpour 1 litre de solution

Tris 0,1 M 12, 11g
Na2EDTA 0,1M 37, 22¢g
20g

SDS 2%

Tableau A 18: Produits utilisés et leurs différentes conceitret lors d’'une PCR

Produits (il) Volume utilisé 1) | Concentration initiale Concentration finale
ADN matriciel 1,0 50ng/ml 2ng/ml
Amorce (F) 0.2 10ng/ml 0, 4ng/ml
Amorce (R) 0,2 10ng/ml 0, 4ng/ml
Eau distillee 19, 2 - -
MgClI2 1,5 25mM 1mM
Désoxyribonucléotide 0 2 i i
Triphospahate (ANTR) ’
Tag-buffer (pH=8) 2,5 0, 5M 0, 5M
Tac(‘é?]"z'zmgase 0,2 500 U. 1l 5 U.1/ul
Volume total 25 - -




XI

Données Climatiques de la région de Mananara-nord

Tableau n° 19: Normale de Précipitation (en mm et 1/10 arrondig

Tableau n° 20: Normale de Température erfC et 1/10 arrondie

MOIS Janvier | FevrierMars | Avril | Mai | Juin | Juillet Aout | Sept | Oct Nov | Dec
Normales
de 293.1 288.4| 339.83208.8|192.1|182.1| 193.9| 213.4 105.4| 96.5 | 146.6 238.6

précipitation
Nbr de jour 17.8 16.3] 17.0 154 16|5 16.7 20.8 21.p6.1| 15.9| 12.7] 16.C
Max de 24h| 1415/ 185.0 194.422.6|241.2|103.9| 142.1| 114.6 47.9 | 72.2| 149.3190.9

Date 21/196Q 18/60 | 14/65 23/29| 24/52| 26/66| 31/58 | 22/51 21/52| 30/67 | 04/68| 29/53

MOIS |Janv | Fev | Mars| Auvril| Mai Juin Juille| aodt Sept Oct| Nov. Dec

Norma

le TN - - - - - - - - - - - -

TX - - - - - - - - - - - -

™

Absol - - - - - - - - - - - -

ue

TNA |16.0/ | 19.7/| 15.5/ | 17.6/8| 15.5/6 | 15.5/6 | 14.1/9 | 14.0/6 | 13.6/9 | 11.0/6 | 17.4/9 | 19.1/6
63 63 61 8 2 4 0 3 0 0 0 3

TXA |34.8/ | 34.0/| 33.5/ | 32.2/6| 31.5/6 | 28.8/9 | 29.5/6 | 29.2/9 | 29.5/9 | 31.4/9 | 31.0/9 | 33.9/6
63 61 61 1 1 0 1 0 0 0 0 1

(Données des normales climatologiques obtenuegsudierla station météorologique
d’Ampandrianomby, Sept. 2009)




Xl

Données Climatiques de la région de TOROTOROFOTSY

Tableau n° 21: Normale de Précipitation (en mm et 1/10 arrondie)

MOIS Janvier | FevrierMars | Avril | Mai | Juin | Juillet Aout | Sept | Oct Nov | Dec
Normales de | 342.6 296.8 | 261.Y95.9 | 51.3/66.5 | 99.7 | 99.0| 4454 625 118.250.8
précipitation
Nbr de jour 20.5 19.2 215 16.6 15.356 | 19.6 | 19.3| 12.6] 129 14.8 196
Max de 24h | 247.5 285.7| 292,227.0/38.6/50.7 | 40.3 | 63.0| 47.8)/ 46.4 66.9 117.6
Date 15/1988 13/72 | 15/86 7/70 | 4/75| 24/83| 10/88 | 30/67| 21/82| 16/63| 30/89| 16/63

Tableau n° 22: Normale de Température erfC et 1/10

MOIS Janv Fev | MarsAuwvril Mai |Juin | Juille | aod(t Sept Oct{ Nov. Dec
#'l‘\)lrma'e 16.0 | 16.2| 159 147 128 106 10£ 101 10.6 12.4 142 |15.7
TX 26.1 | 26.2| 25.3 24.6] 22p 20 19.5 199 215 236 250 25.9
Ek\)/lsolue 21.1 | 21.2| 20.6 19.7f 17| 157 149 150 16.1 180 19.6 |20.8
TNA 11.3/8 | 11.5/| 9.5/7| 8.5/76 | 3.9/7| 00.2/| 02.4/7 | 3.4/64 | 3.9/7 5.0/8 | 6.9/66 | 9.0/8

5 78 8 4 74 4 2 9 5
TXA 33.0/8 | 32.1/| 32.0/| 31.0/6 | 31.2/| 28.0/ | 29.0/7 | 28.5/7 | 31.0/| 31.0/ | 33.0/8 | 32.1/

8 69 89 1 61 77 7 7 88 78 0 72

(Données des normales climatologiques obtenues aupres de la station météorologique
d’Ampandrianomby, Sept. 2009)
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