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Donkpegan! S.L.! Armel! (2017)) Histoire) évolutive) du) complexe) Afzelia) Smith) (Leguminosae) 9)
Caesalpinioideae)) dans) les) écosystèmes) forestiers) et) savanicoles) en) Afrique) tropicale.) Thèse) de)

doctorat.)Université)de)Liège)–)Gembloux)Agro9Bio)Tech,)Belgique.)175)p.)+)annexe.)

Résumé!:!!

!

Le) genre) Afzelia$ Smith$ (Fabaceae,) Caesalpinioideae)) est) connu) pour) comporter) sept) espèces)
africaines)d’arbre)dont)deux)se)retrouvent)dans)la)région)Zambézienne,)une)en)région)Soudanienne)et)

les) quatre) autres) en) région) Guinéo9Congolaise.) Ces) taxons,) à) haute) valeur) commerciale,) sont)

difficiles)à)identifier.)Ils)sont)donc)commercialisés)sous)un)même)nom):)«)doussié)».)Ces)difficultés)de)

distinction)peuvent)s'avérer)préjudiciables)à)la)gestion)durable)des)populations.)

Le) but) de) cette) thèse) de) doctorat) est) de) caractériser) l'histoire) évolutive) du) genre) Afzelia.) Plus)
spécifiquement,)cette)étude)vise)à):)(i))évaluer)le)niveau)des)divergences)morphologiques)au)sein)du)

genre)Afzelia$)et)décrire) les)relations)phylogénétiques,)afin)de)quantifier) l'isolement)reproductif)entre)
les) taxons)d'Afzelia) en)mettant) en)évidence) le) rôle) des) changements) climatiques)passés)et/ou)des)
gradients) écologiques) dans) la) spéciation) du) genre)r) (ii)) procéder) à) une) analyse) approfondie) de) la)

diversité) et) de) la) structuration) génétique) spatiale) d’Afzelia$spp.r) (iii)) identifier) et) décrire) les) facteurs)
écologiques,) biotiques) et) abiotiques) susceptibles) d'influencer) les) flux) géniques) à) l'échelle) des)

populations)d’une)espèce)d’Afzelia)(A.$bipindensis).)

Une) analyse) morpho9génétique) des) espèces) a) été) effectuée) et) a) confirmé) la) forte) ressemblance)

botanique)entre) les)taxons.)Les)espèces)de)savanes)se)sont)avérées)être)diploïdes)et)présentent) la)

moitié)de)la)taille)du)génome)des)espèces)forestières)qui)sont)donc)tétraploïdes.)Les)phylogénies)de)

gènes)(nucléaires)et)chloroplastiques))diffèrent)entre)elles)et)ne)permettent)pas)de)séparer)les)taxons)

tétraploides)entre)eux.)De)telles)différences)peuvent)être)générées)à)la)suite)d’épisodes)d’hybridation)

ancestrale)entre)espèces.)Ces)hybridations) seraient)probablement)anciennes)et) seraient) survenues)

entre) les) lignées) des) espèces) forestières) et) celles) d’A.$ quanzensis$ (une) espèce) des) savanes)
Zambéziennes).)La)polyploïdie)serait)survenue)entre)7)et)9,4)millions)d'années)au)cours)de)l'histoire)

évolutive)du)genre.)De)plus,)une)assignation)bayésienne)et)des)analyses)d'isolement)reproductif)ont)

suggéré) l'existence) de) croisements) interspécifiques,)mais) uniquement) chez) les) espèces) forestières)

distribuées) en) sympatrie.) A) une) échelle) spatiale) plus) limitée,) nous) avons) observé) deux) groupes)

génétiques)bien)différenciés)en)sympatrie)chez)A.$bipindensis.)Ceux9ci)présentent)une)différenciation)
morphologique) et) un) décalage) phénologique) de) la) floraison) qui) peut) contribuer) à) leur) isolement)

reproductif.))

Cette)étude)a)permis)de)mettre)en)évidence)quelques)points)importants)que)sont):)la)découverte)d’un)

complexe)polyploïde)au)sein)du)genre)Afzelia,)la)confirmation)de)la)délimitation)des)espèces)diploïdes)
de)savanes)et)la)nécessité)de)réviser)la)délimitation)des)espèces)tétraploïdes)forestières.))

)

Mots! clés:) forêts) tropicales,) Afzelia) spp.,) phylogénie,) phylogéographie,) structure) et) diversité)
génétique,)polyploïdie,)flux)de)gènes,)phénologie.)
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!
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Donkpegan! S.L.! Armel! (2017)) Evolutionary) history) of) Afzelia) Smith) (Leguminosae) 9)
Caesalpinioideae)) complex) in) forest) and) savannah) ecosystems) of) tropical) Africa.) PhD) thesis.)

University)of)Liège)–)Gembloux)Agro9Bio)Tech,)Belgium.)175)p.)+)annexe.)

Abstract!:!!

!

The)genus)Afzelia)Smith)(Fabaceae,)Caesalpinioideae)) is)known)to)have)seven)African)tree)species)
two)of)which)are)found)in)the)Zambezian)region,)one)is)distributed)in)the)Sudanian)region)and)the)four)

other)are)endemic)to)the)Guineo9Congolian)region.)These)taxa,)of)high)commercial)value,)are)difficult)

to) identify.) They) are) therefore) marketed) under) the) same) "doussié") name.) These) difficulties) of)

distinction)can)prove)detrimental)to)the)sustainable)management)of)populations.)

The)aim)of) this)doctoral) thesis) is) to)characterize) the)evolutionary)history)of) the)Afzelia)genus.)More)
specifically,) this)study)aims) to:) (i))evaluate) the) level)of)morphological)divergences)within) the)Afzelia)
genus) and) describe) the) phylogenetic) relationships) in) order) to) quantify) the) reproductive) isolation)

between) ) taxa) by) highlighting) the) role) of) past) climate) change) and) /) or) ecological) gradients) in) the)

speciation) of) the) genusr) (ii)) proceed) to) an) analysis) of) the) spatial) genetic) diversity) and) structure) of)

Afzelia) spp.r) (iii)) identify) and) describe) ecological,) biotic) and) abiotic) factors) that) may) influence)
population9level)gene)flows)of)an)Afzelia)species)(A.$bipindensis).)

A) morpho9genetic) analysis) of) Afzelia) species) was) carried) out) and) confirmed) the) strong) botanical)
resemblance) between) the) taxa.) The) savannah) species) are) diploid) and) have) half) the) size) of) the)

genome) of) forest) species) that) are) tetraploid.) The) phylogenies) of) genes) (nuclear) and) chloroplastic))

differ) from) one) another) and) do) not) allow) the) separation) of) tetraploid) taxa) from) one) another.) Such)

differences) can) be) generated) as) a) result) of) episodes) of) ancestral) hybridization) between) species.)

These)hybridizations)would)probably)be)old)and)would)have)occurred)between)lineages)of)the)forest)

species)and)A$quanzensis)(a)species)of)the)Zambezian)savannahs))lineages.)Polyploidy)would)have)
occurred) between) 7) and) 9.4) million) years) in) the) evolutionary) history) of) the) genus.) In) addition,)

Bayesian)assignment)and)reproductive)isolation)analyzes)suggested)interspecific)crosses,)but)only)in)

forest) species) distributed) sympatrically.) At) a) more) limited) spatial) scale,) we) observed) two) well)

differentiated)genetic)groups)in)sympatry)in)A.$bipindensis.)These)show)a)morphological)differentiation)
and)a)phenological)shift)of)flowering)which)can)contribute)to)their)reproductive)isolation.)

This)study)highlighted)some)important)points:)the)discovery)of)a)polyploid)complex)within)the)Afzelia)
genus,)the)confirmation)of)the)delimitation)of)the)diploid)savannah)species)and)the)need)to)revise)the)

delimitation)of)forest)tetraploid)species.))

Key!words:)tropical)forests,)Afzelia)spp.,)phylogeny,)phylogeography,)structure)and)genetic)diversity,)
polyploidy,)gene)flow,)phenology)
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!
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1.!Introduction!générale!

Comprendre)comment) les)espèces) ligneuses)d’Afrique)ont) réagi) face)aux)changements)climatiques)

passés)et)répondent)à) l’anthropisation)actuelle)de) l’environnement,)permettrait)de)prédire) leur) future)

trajectoire)évolutive)et)de)proposer)des)stratégies)de)mitigation)adaptées.)

)

Des) études) récentes) de) la) diversité) génétique) de) plusieurs) espèces) d’arbres) africains) ont) mis) en)

évidence)une)structuration)génétique)significative)entre)les)populations)(Daïnou)et)al.,)2010)r)Duminil)

et)al.,)2010)r)Lowe)et)al.,)2010)r)Allal)et)al.,)2011)r)Duminil)et)al.,)2015)r)Demenou)et)al.,)2016)r)Faye)et)

al.,)2016).)Ces)études)montrent)que)les)régions)à)forte)diversité)génétique)correspondent)parfois)aux)

refuges) du) Pléistocène) proposés) par) certains) palynologues) (Maley,) 1996).) Bien) que) ces) études)

procurent) une) meilleure) compréhension) des) causes) probables) de) la) structuration) génétique) des)

arbres,)elles)ont)été)testées)sur)un)nombre)limité)de)modèles)biologiques.)Or)toutes)les)espèces)n’ont)

pas) forcément) la) même) histoire) évolutive) (Haffer,) 2008).) Une) meilleure) compréhension) de) la)

dynamique) de) la) biodiversité) de) ces) écosystèmes) passera) donc) par) l’étude) de) plusieurs) espèces)

(Lovejoy)&)Hannah,)2005).))

Par) ailleurs,) les) pressions) anthropiques) sur) les) écosystèmes) actuels) jouent) également) un) rôle)

important) dans) leur) dynamique.) Par) exemple) en) Afrique)Centrale,) bien) que) l’exploitation) forestière)

telle)que)pratiquée)actuellement)soit)très)sélective)(Ruiz)Pérez)et)al.,)2005),)son)impact)sur)la)biologie)

des) espèces) et) les) niveaux) de) diversité) génétique) des) populations) d’arbres) demeure) peu) connus)

(Debout)et)al.,)2010,)Duminil)et)al.,)2016).)

)

Cette)thèse)s’intéresse)à) l’histoire)évolutive)d’un)genre)d’arbre)(Afzelia)) largement)répandu)dans) les)

forêts) et) savanes) tropicales) africaines.) Successivement) dans) les) différentes) parties) de) cette)

introduction,)nous)allons)présenter):))

9) la)description)des)milieux)dans)lesquels)se)répartissent)ces)espèces)r)

9) l’histoire)de)ces)différents)écosystèmes)r)

9) les)différents)mécanismes)et)facteurs)de)diversification)des)espèces)ligneuses)r)

9) les) différentes) notions) de) structure) génétique) spatiale,) de) phylogéographie) et) de) biologie)

reproductive.)

)

1.1.!Forêts!tropicales!et!savanes!
)
La) région) intertropicale) (23°28’N)–)23°28’S),)située)entre) les) tropiques)du)Cancer)et)du)Capricorne,)

est) caractérisée) par) la) présence) de) quatre) principaux) biomes:) les) forêts) denses) humides)

majoritairement) localisée)autour)de)l’Equateur,) les)savanes)et)forêts)claires)sèches)dans)les)régions)

avec)une)saison)sèche)marquée)mais)des)précipitations)annuelles)qui)restent)relativement)élevées,)et)

les)steppes)et)les)déserts)dans)les)zones)plus)arides)(Fig.1).)Parmi)ces)biomes,)c’est)principalement)

dans)les)forêts)denses)humides)que)se)concentre)la)plus)grande)diversité)biologique)(Fig.)2).))
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)

Figure!1:)Répartition)des)biomes)dans)le)monde)d’après)Olson)(2001).))

)

1.1.1.!Distribution!et!diversité!végétale!dans!les!forêts!tropicales!humides!
)
Les) forêts) denses) humides) tropicales) (FDHT)) s’étendent) sur) une) superficie) d’environ) 1734)millions)

d’hectares) (FAO,)2010).)Elles)se) répartissent)en) trois)grands)blocs)distincts:) le)bloc)africain,) le)bloc)

américain)et)le)bloc)du)sud9est)asiatique)(constitué)d’un)ensemble)d’îles).)Sans)parallèle)en)termes)de)

diversité) biologique,) elles) constituent) l’écosystème) terrestre) le) plus) diversifié) de) la) planète) (Gentry,)

1992r) Morley,) 2000).) Cependant,) la) diversité) végétale) est) inégalement) répartie) dans) les) différents)

bassins)tropicaux)(Fig.)2)adaptée)de)Barthlott)et)al.,)2007).))

)

)

Figure! 2:)Répartition) de) la) richesse) spécifique) des) plantes) vasculaires) par)maille) de) 10) 000) km2) sur) toute) la)

surface)terrestre)(Barthlott)et)al.,)2007).)
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La) diversité) floristique) des) forêts) africaines) est) nettement) moins) élevée) que) celle) des) forêts)

néotropicales) et) asiatiques) (Richards) 1973r) Parmentier) et) al.,) 2007).) La) région) indo9pacifique) est)

aussi)riche)en)espèces)ligneuses)que)les)néotropiques,)les)deux)régions)ayant)un)minimum)de)19)000)

à) 25) 000) espèces) d'arbres.) L'Afrique) continentale) quant) à) elle) est) relativement) pauvre) avec) un)

minimum)de)~)4)500)à)6)000)espèces)d'arbres)(Silk)et)al.,)2015).)

)

1.1.2.!Distribution!mondiale!des!savanes!
)
Les)savanes)sont)définies)comme)un)type)de)végétation)caractérisé)par)un)couvert)ligneux)inférieur)à)

40%) (Letouzey,) 1968)) et) un) tapis) d’herbacées) continu) (Hills) and)Randall,) 1968).)Dans) la) présente)

thèse,)l’utilisation)du)terme)de)«)savane)»)englobe)un)vaste)ensemble)de)formations)végétales)allant)

des)savanes)herbeuses)(et)des)prairies))aux)savanes)boisées)(Fig.)1).)Les)estimations)actuelles)de)

l'étendue)globale)des)savanes)font)état)de)12)à)40)%)de)la)surface)terrestre)mondiale)(Scholes)&)Hall,)

1996r)Ramankutty)&)Foley,)1999r)Chapin)et)al.,)2001).)La)savane)est)le)type)de)végétation)dominant)

en)Afrique)avec)50%)de)superficie.)Elle)est)aussi)représentée)en)Amérique)latine)(45%)9)Cerrados)du)

sud)de)l’Amazonie)et)Llanos)du)nord)de)l’Amazonie),)en)Australie)(30%),)en)Inde)(10%))et)en)Asie)du)

sud9est)(10%))(Scholes)&)Archer,)1997).)Riches)en)espèces,)les)savanes)contribuent)aussi)fortement)

à)la)biodiversité)globale)(Bond)&)Parr,)2010r)Bestelmeyer)&)Briske,)2012r)Suttie)et)al.,)2005).)

)

1.1.3.!Particularité!des!forêts!et!savanes!tropicales!africaines!et!centres!d’endémismes!
)
Malgré) l’existence) de) nombreux) types) forestiers) d’un) point) de) vue) phytosociologique,) les) FDHT)

peuvent)être) catégorisées)en) trois)principaux)ensembles):) (1)) les) forêts)marécageuses)et) les) forêts)

inondées) périodiquement) ou) en) permanence) et) étroitement) liées) à) la) dynamique) hydrique) de) leur)

milieu,)(2))les)forêts)d’altitude)(montagnardes)et)sub9montagnardes)))et)(3))les)forêts)de)basse)altitude)

de) terres) fermes) qui) à) leur) tour,) peuvent9être) subdivisées) en) deux) grands) types):) (i)) les) forêts)

sempervirentes,) caractérisées)par)une)canopée) feuillue) toute) l’année,) sont)généralement)présentes)

dans)les)zones)où)les)précipitations)annuelles)dépassent)1700)mm)et)où)la)saison)sèche)ne)dépasse)

pas) 3) mois)r) (ii)) les) forêts) semi9caducifoliées) ou) semi9décidues) caractérisées) par) une) défoliation)

partielle) et) synchrone) des) arbres) lors) de) la) saison) sèche,) apparaissent) dans) des) zones) où) les)

précipitations)annuelles)varient)entre)1000)et)2000)mm)et)où)la)saison)sèche)ne)dépasse)pas)6)mois)

(White,)1983).)Ces)différents)ensembles)sont)en)outre)succeptibles)d’être)plus)ou)moins)secondarisés)

en)fonction)de)l’importance)des)impacts)anthropiques)et)des)perturbations)naturelles.)En)Afrique)sub9

saharienne,) ces) forêts) denses) humides) appartiennent) principalement) à) trois) centres) régionaux)

d’endémisme,) caractérisés)par)une)grande)hétérogénéité)environnementale):) les) forêts)d’Afrique)de)

l’ouest)centrale)font)partie)du)centre)Guinéo9Congolais)(Fig.)3))et)les)forêts)côtières)d’Afrique)de)l’est)

font)partie)du)centre)Zanzibar9Inhambane)(Fig.)3).)On)trouve)également)plusieurs)fragments)forestiers)

en)Afrique)de)l’est)qui)constitue)l’Eastern)Arc)Mountains)(Tanzanie)et)Kenya).)

)
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)

Figure!3:)Carte)des)principales)phytochories)d’Afrique)selon)White)(1979).)

)

Les)FDHT)du)centre)d’endémisme)Guinéo9Congolais)couvrent)une)superficie)avoisinant) )1)700)000)

km2) (Doucet,) 2005) r) de)Wasseige)et) al.,) 2012).)Ce)centre) se) subdivise)en) trois) sous9centres:) (i)) le)

Haut9Guinéen)comprend)quelques)grands)îlots)forestiers)(îlots)forestiers)de)Gola)en)Siéra9Léone,)de)

Sapo) au) Libéria) et) de) Taï) en) Côte) d’Ivoire)) plus) quelques) fragments) forestiers) éparses) (forêts) du)

Ghana))r)(ii))le)Bas9Guinéen,)couvrant)le)Gabon,)le)sud9est)du)Nigéria,)le)Sud)et)l’Ouest)Cameroun,)la)

République) du) Congo,) le) sud) de) la) Centrafrique) et) la) Guinée) équatoriale)r) et) (iii)) le) bloc) Centro9

Guinéen)(ou)bloc)Congolais))qui)couvre)une)bonne)partie)du)bassin)Congolais)(White,)1979)&)1983).)

Ces)sous9centres)sont)séparés)par)des)barrières)géographiques.)Le)Haut9Guinéen)et)le)Bas9Guinéen)

sont) séparés) par) l’intervalle) du) Dahomey) (Dahomey9Gap),) une) région) de) végétation) ouverte)

(savanes))parsemée)de)quelques)îlots)de)forêts)denses)humides)semi9décidues)(Linder)et)al.,)2012).)

Le)fleuve)Congo)et)la)rivière)Sangha)quant)à)eux)séparent)le)Bas9Guinéen)du)sous9centre)Congolais.)

Les) sous9centres) Bas9Guinéen) et) Congolais) abritent) le) second) plus) grand)massif) continu) de) forêt)

tropicale) humide) après) le) bassin) Amazonien,) totalisant) environ) 1) 600) 000) km2) (Doucet,) 2005) r) de)

Wasseige)et)al.,)2012).)Les)forêts)denses)Ouest)africaines)ne)couvrent)plus)que)100)000)km2)environ.)
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Malgré) le) fait) que) ces) forêts) contiennent) une) grande) diversité) et) un) endémisme) considérable) de)

l’ordre)de)47,9%)(Linder)et)al.,)2012)r)Sosef)et)al.,)2017),)elles)subissent)d’importantes)perturbations)

anthropiques)et)climatiques)(Richards,)1973),)entrainant)ainsi)une)réduction)de)la)superficie)forestière.))

Les) savanes) et) forêts) claires) africaines) sont) essentiellement) localisées) dans) deux) grands) centres)

d’endémisme):) les) centres) Soudanien) et) Zambézien.) Le) centre) Soudanien) (3) 731) 000) km2) de)

superficie)) est) caractérisé) par) une) flore) qui) comporte) 2750) espèces,) dont) environ) un) tiers) sont)

endémiques)(White,)1983).)D'une)superficifie)de)3)770)000)km2,)le)centre)Zambezien)est)riche)d'une)

flore) de) 8500) espèces) végétales) environ) (dont) 54%) d'endémiques).) Dans) cette) région,) les) forêts)

claires) dominent.) Elles) se) répartissent) en) «) miombo) »,) «) mopane) ») et) forêt) claire) zambézienne)

indifférenciée)(White,)1983).)

1.1.4.!Fluctuations!climatiques!passées!
)
Au) cours) des) derniers) millions) d’années,) le) climat) a) basculé) entre) des) époques) successives) de)

réchauffement)et)de)refroidissement.)Plusieurs)études)ont)montré) l’effet)significatif)de)ces)variations)

climatiques) sur) l’étendue) des) savanes) et) des) forêts) tropicales) avec) des) phases) répétitives)

d’expansion)ou)de)rétraction)majeure)(Morley,)2000).)Les)premières)réponses)de)ces)écoystèmes)aux)

changements)climatiques)passés)(refroidissement)des)températures))remontent)au)Crétacé)(135)9)65)

Ma),)au)Paléocène9Néocène)(65)9)46)Ma))et)à)l'Oligicène)(33)Ma))(Fig.)4)9)Zachos)et)al.,)2008r)Jacobs)

et)al.,)2010).))

Plus)récemment,)l’optimum)climatique)du)milieu)du)Miocène)(~16)Ma))a)été)suivi)d’un)refroidissement)

plus) une) aridification) climatique) prononcée) au) Néogène) avec) une) baisse) progressive) des)

températures)(23)–)2,6)Ma)r)Morley)et)al.,)2000).)Ce)refroidissement)/)aridification)a)eu)un)fort)impact)

sur) les) forêts) tropicales) humides) qui) ont) fortement) régressé) au) profit) des) savanes) qui) ont) connu,)

quant) à) elles,) une) expansion)maximale) jusqu’à) la) fin) du)Miocène) réduisant) ainsi) la) superficie) des)

forêts)tropicales)(principalement)les)forêts)Est)africaines))à)de)petits)refuges)favorables)à)leur)survie)

dans)des)zones)montagneuses)et)peut9être)le)long)des)plaines)des)systèmes)fluviaux)(Plana,)2004).)

Après)cette)période)d’aridification)extrême,)l’alternance)des)climats)froids/secs)et)chauds/humides)du)

début) du) Pliocène) (5) 9) 3.5) Ma)) a) entrainé) une) ré9extension) des) forêts) tropicales) (sur) base) des)

isotopes)d’oxygène) 9)Sarnthein)&)Fenner,)1988)) suivie)d’une)phase)d’extinction)vers) la) fin)de)cette)

période) (Fig.4).)
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!

!

Figure'4:!Estimation!globale!de!la!température!en!surface!de!l’air!depuis!le!Crétacé!terminal!en!relation!avec!les!événements!climatiques!et!biotiques.!Le!temps!est!indiqué!en!
abscisse!en!millions!d’années!(Cénozoïque)!et!en!milliers!d’années!(depuis!le!Pléistocène).!La!température!de!l'air!en!surface!est!tracée!sous!forme!d’anomalies!(différences)!
à!partir!de!la!moyenne!sur!l'intervalle!de!référence!de!1960!à!1990!(qui!est!d'environ!14!°!C!/!57!°!F),!en!degrés!Celsius!(à!gauche)!et!Fahrenheit!(à!droite).!Les!flèches!rouges!
indiquent!les!différents!événements!climatiques!depuis!le!Crétacé.!Source:!modifiée!à!partir!de!https://commons.wikimedia.org!et!Faye,!(2016).!
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Le#Quaternaire#désigne#la#période#géologique#la#plus#récente#et#est#subdivisée#en#deux#époques#:#le#

Pléistocène#(entre#1,87#millions#d'années#et#10#000#ans#Before#Present)#et#l’Holocène#(de#10#000#ans#

BP# à# nos# jours).# Son# histoire# récente# montre# qu’il# est# caractérisé# par# des# cycles# glaciaires# et#

interglaciaires#(alternances#de#périodes#froides#et#chaudes)#qui#ont# induit#des#phases#de#contraction#

(périodes#glaciaires)#et#d’expansion#(périodes#interMglaciaires)#des#forêts#tropicales#humides#africaine#

(Fig.#5#M#Maley,#1991#&#1996#U#Lezine,#2007).#D’autres#oscillations,#moins#importantes#ont#également#

impacté#les#forêts#tropicales#d’Afrique#à#l’Holocène#(Maley#2000U#Ngomanda#et#al.,#2009).#Durant#cette#

période,#les#forêts#tropicales#africaines#ont#connu#trois#phases#successives#de#perturbations:#(1)#de#10#

000# à# 4000#BP,# le#massif# forestier# d’Afrique# centrale# est#marqué# par# une# expansion# très# forte# des#

forêtsU#(2)#de#4000#à#1500#BP,#ces#forêts#régressent#à#cause#de#la#baisse#des#précipitations.#Le#point#

culminant#de#cette#régression#est# intervenu#vers#2500#ans#BP,#période#durant# laquelle#de#nombreux#

feux#semblent#être#propagésU#et#(3)#de#1500#BP#à#nos#jours,# le#massif# forestier#du#bassin#du#Congo#

est#de#nouveau#en#expansion.##

En# plus# de# ces# effets# climatiques,# ces# écosystèmes# tropicaux# subissent# également# beaucoup#

d’influences#relatives#à#des#perturbations#anthropiques.#

#

#
Figure' 5:# Localisation# des# refuges# forestiers# hypothétiques# (en# noir)# basés# sur# la# distribution# des# richesses#
spécifiques# et# des# taux# d’endémisme# de# plusieurs# taxa# (Maley,# 1996).# En# gris# foncé,# les# régions#

phytogéographiques#du#centre#d’endémisme#GuinéoMCongolais#(distribution#potentielle#actuelle#des#forêts#denses#

humides)#et#en#gris#clair# l’extension#maximale#hypothétique#des# forêts#durant# la#période#de# l’Holocène#humide.#

Extrait#de#Hardy#et#al.#(2013).#
#

1.1.5.'Perturbations'anthropiques'
#
De# nombreuses# études# ont# montré# le# rôle# très# significatif# des# variations# climatiques# passées# (voir#

partie# précédente)# sur# les# écosystèmes# d’Afrique# tropicale# (Schwartz# &# Lanfranchi,# 1993).# La#

fragmentation#des#aires#de#distribution#des#espèces#induite#par#ces#changements#climatiques#passés#

semble# avoir# joué# un# rôle# prépondérant# dans# la# répartition# de# la# diversité# génétique# des# taxons#
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(théorie# des# refuges# M# Maley,# 1996,# qui# attribue# un# rôle# majeur# aux# zones# de# stabilité#

environnementale).#Cependant,#ces#évènements#climatiques#passés#n’ont#pas#été#les#seuls#facteurs#à#

avoir# influencé# la# dynamique# des# forêts# et# des# savanes# en# Afrique# subMsaharienne.# Des# études#

archéologiques# ont# montré# que# l’Homme# pratiquant# l’agriculture# a# occupé# de# vastes# surfaces# de#

FDHT# en# Afrique# centrale# depuis# au# moins# 2000# ans# BP# (Biwolé# et# al.,# 2015#U# MorinMRivat# et# al.,#

2016).#Cette#situation#n’est#pas#très#différente#dans#les#savanes.#En#effet,#les#savannes#EstMafricaines#

ont# connu# des# interactions# humaines# majeures# pendant# la# fin# de# l'Holocène# (Marchant# &# Taylor,#

1998#U#Leiju#et#al.,#2005).#Des#études#palynologiques#de#plusieurs#sites#en#Afrique#de#l'Ouest#montrent#

également#que#la#réduction#de#l’abondance#des#taxons#de#forêt#tropicale#durant#l'Holocène#tardif#a#été#

couplée# avec# une# augmentation# de# la# présence# d’Elaeis' guineensis# (voir# par# exemple#:# Sowunmi,#

1981#U#Elenga#et#al.,#1994#U#Maley#et#Brenac,#1998).#Ainsi,# la#composition# floristique#actuelle#de#ces#

écosystèmes#pourrait#être#en#partie#héritée#des#activités#anthropiques#passées#(Brncic#et#al.,#2007#U#

Van#Gemerden#et#al.,#2003).#En#effet,# les#événements#démographiques#induits#par#les#changements#

climatiques#et#anthropiques#ont#certainement#exercé#une#influence#notable#sur#la#répartition#des#forêts#

et# leur# composition# floristique# actuelle,# en# laissant# des# signatures# au# niveau# des# génomes# des#

espèces,#du#moins#pour# les#évènements# les#plus#anciens#(Morley,#2000U#Plana,#2004U#Jacobs#et#al.,#

2010).#Cependant,#bien#que#l’influence#de#ces#principaux#facteurs#soit#avérée,#leur#degré#d’implication#

reste#encore# très#mal# connu#et# certaines#études# suggèrent#même#que# le# rôle#des#humains#dans# la#

formation#de#ces#biomes#peut#être#surestimé#(Salzmann#&#Hoelzmann,#2005).#

#

1.2.'Mécanismes'de'spéciation'''

1.2.1.'Notion'd’espèce'
#
Traditionnellement,#une#espèce#est#définie#comme#un#groupe#d’individus#qui#se#distinguent#d’autres#

groupes# par# des# différences# morphologiques.# C’est# sur# la# base# de# ce# critère# que# la# plupart# des#

espèces# ont# généralement# été# décrites.# Cependant,# confronté# à# la# diversité# et# à# la# complexité# des#

organismes#vivants,# la# reconnaissance#des#espèces# sur# la#base#de#différences#morphologiques#est#

parfois#difficile#(Mayr,#1957).#Darwin#(1859)#même#affirmait#déjà#dans#son#célèbre#livre#de#l’#«#Origine#

des#espèces#»#que:# "No'one'definition'has'as'yet'satisfied'all'naturalists3'yet'every'naturalist'knows'

vaguely'what'he'means'when'he'speaks'of'a'species".#Plus#récemment,#Hey#(2006)#fait#un#diagnostic#

de# la# complexité# de# la# notion# d’espèce# par# cette# assertion#:# «#The' species' problem' is' the' long<

standing'failure'of'biologists'to'agree'on'how'we'should'identify'species'and'how'we'should'define'the'

word' ‘species’'».# Dès# lors,# l’identification# des# espèces# est# souvent# problématique# et# plusieurs#

concepts# ont# été# développés# (Mayden,# 1997).# Parmi# eux,# c’est# le# «#Biological' Species' Concept'

(BSC)'»,#qui#est#le#plus#admis#actuellement#(Mayr,#1942#U#Dobzhansky,#1951).#D’après#ce#concept,#les'
espèces' sont' des' groupes' de' populations' naturelles' interfécondes' et' qui' sont'
reproductivement'isolées'd’autres'groupes'semblables.#Cependant,#cette#définition#ne#s’applique#
qu’aux#organismes#à#reproduction#sexuée#car#en#cas#de#reproduction#asexuée#stricte#chaque#individu#

constituerait#une#espèce#à#lui#seul.#Ainsi,#bien#que#ce#concept#théorique#soit#largement#reconnu#parmi#

la#communauté#scientifique,#le#débat#sur#les#critères#permettant#de#délimiter#les#espèces#reste#intense#
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(Hey,#2006).###

1.2.2.'Facteurs'de'diversification'et'de'distribution'des'espèces''

1.2.2.1$Les$modèles$de$spéciation$allopatrique$$$

#
La#spéciation#peut#intervenir#suite#à#un#processus#de#divergence#dichotomique#plus#ou#moins#lent,#par#

lequel#deux#(ou#plusieurs)#groupes#de#populations#vont#se#différencier#(jusqu’à#l’isolement#reproductif)#

et# pouvoir# éventuellement#explorer#des#conditions#environnementales#différentes.#C’est# le# cas#de# la#

spéciation# de# type# allopatrique,# introduit# pour# la# première# fois# par# Mayr# (1942)# et# qui# découle# de#

l’isolement#géographique#des#populations.##

C’est#historiquement#le#premier#modèle#proposé#pour#expliquer#la#spéciation#qui#est#liée#à#la#mise#en#

place#de#barrières#reproductives.#Dans#le#cadre#des#forêts#tropicales#du#bassin#du#Congo,#ce#modèle#

de#spéciation#combiné#à# l’hypothèse#des# refuges# forestiers#de#Maley# (1996),#pourraient#expliquer# la#

diversification#des#espèces#(Figure#6).#L’hypothèse#des#refuges#forestiers#stipule#que#les#fluctuations#

climatiques#passées#ont#induit#la#contraction#du#couvert#forestier#en#plusieurs#blocs#(refuges),#séparés#

les#uns#des#autres#par#des#savanes.#Il#s’en#est##suivi#une#rupture#de#flux#de#gènes#entre#refuges#isolés#

et# une# dérive# génétique# due# à# la# réduction# de# la# taille# des# populations.# Ainsi# l’isolement# des#

populations#au#sein#de#ces#refuges#est#supposée#être#à#l’origine#de#la#spéciation#(Moritz#et#al.,#2000)##

Sur# base# de# l’étude# biogéographique# des# Rubiaceae,# Robbrecht# (1996)# a# montré# que# l’isolement#

génétique#des#populations#sur#une#longue#période#de#temps#est#favorable#à#la#spéciation#allopatrique.##

#

Figure' 6:#Représentation#schématique#de# l’évolution#de# la#diversité#spécifique#ou#génétique#en#supposant#des#
événements#de# fragmentation#suivis#de#réMexpansion#des#populations.#Les# temps#T0,#T1#et#T2#sont#classés#du#
plus#ancien#au#plus#récent.#A# l’origine#(T0)# la# forêt#constituait#un#seul#bloc,#puis# il#y#a#eu#fragmentation#du#bloc#
forestier#(T1).#Les#refuges#évoluent#indépendamment#les#uns#des#autres.#Pendant#les#phases#d’expansion#(T2),#
les# espèces# et# les# lignées# génétiques#migrent# et# se# rencontrent# dans# des# zones#de# contact# secondaires.# Les#
différents#symboles#et#couleurs#représentent#des#espèces#ou#des#lignées#génétiques#différentes.#Figure#adaptée#
de#Koffi,#(2010).#

D’une# manière# générale,# dans# le# paysage# forestier,# des# barrières# physiques# (fleuve,# chaîne# de#

montagne,# large# bande# de# savane# etc...)# peuvent# constituer# des# obstacles# à# la# dispersion# des#

espèces#(Moritz#et#al.,#2000).#Ces#barrières#peuvent#expliquer#leurs#limites#de#distribution.###
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1.2.2.2.$Les$modèles$de$spéciation$parapatrique$$$

#
La# spéciation# peut# aussi# intervenir# suite# à# un# processus# de# divergence# à# travers# des# gradients#

environnementaux# où# des# lignées# divergentes# se# trouvent# dans# des# milieux# distincts# (conditions#

environnementales#différentes)#mais#adjacents#(Fjeldså#&#Lovett,#1997U#Mallet,#2010).#C’est#le#cas#de#

la# spéciation#de# type#parapatrique#qui# peut# subvenir# sans# rupture#de# flux#de#migrants#ou#de#gènes#

entre#les#populations#adjacentes#(Fig.#7).#

#

Figure'7:#Représentation#schématique#de#l’évolution#de#la#diversité#spécifique#ou#génétique#suivant#un#gradient#
écologique.#Les#temps#T0,#T1#et#T2#sont#classés#du#plus#ancien#au#plus#récent.#Il#y#a#d’abord#colonisation#(T0),#
puis#adaptation#à#l’environnement#(T1)#accompagnée#d’une#accumulation#de#lignées#dans#les#biotopes#colonisés#
(T2).#Figure#adaptée#de#Koffi,#(2010).#

Ce#modèle#est#fondé#principalement#sur#l’hypothèse#selon#laquelle#la#suppression#des#flux#de#gènes#

par# une# barrière# physique# n’est# pas# un# préMrequis# pour# la# spéciation# (Moritz# et# al.,# 2000).# Dans# le#

cadre# des# forêts# tropicales# africaines,# ce# modèle# pourrait# s’appliquer# dans# les# zones# de# transition#

forêtMsavane#(écotones)#ou#au#niveau#des#gradients#d’altitude#(Fjeldså#&#Lovett,#1997).#

1.2.2.3.$Les$modèles$de$spéciation$sympatrique$

#
La#définition#la#plus#admise#fait#de#la#spéciation#sympatrique#celle#résultant#de#la#sélection#divergente#

(favorisant# simultanément# des# phénotypes# divergents# dans# la# population)# entraînant# une#

spécialisation#de#niche#qui#soit#directement,#soit#par#entrainement#peut#permettre#le#développement#de#

barrières#reproductives.##

Dans# ce# modèle,# une# divergence# peut# se# développer# même# en# présence# de# flux# de# gènes# si# la#

sélection# est# forte.# Des# cas# de# spéciation# malgré# l’absence# de# barrières# reproductives# ont# été#

identifiés#chez# les#salamandres#des#grottes#du#Tennessee# (Plethodontidae:#Gyrinophilus)# # (Niemiller#

et#al.,#2008).##

1.2.3.$Les$modèles$de$spéciation$par$polyploïdisation$

#
Le# terme# «# polyploïde# »# a# été# employé# la# première# fois# en# 1916# par# Winkler# pour# désigner# un#

organisme# possédant# plus# de# deux# jeux# complets# de# chromosomes.# Cette# définition# globale# est#

toujours#d’actualité,#mais#a#néanmoins#été#renforcée#depuis#par#d’autres#terminologies#beaucoup#plus#
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restrictives.#Ainsi,#le#terme:#(i)#allopolyploïde#est#utilisé#pour#décrire#les#espèces#polyploïdes#d’origine#

interspécifique,# les# sousMgénomes# étant# qualifiés# d’«# homéologues# »#U# et# (ii)# autopolyploïde# pour#

désigner# un# organisme# contenant# plus# de# deux# génomes# «# homologues# »# provenant# de# la# même#

espèce#(Figure#8#M#Kihara#et#Ono,#1926).#La#polyploïdie#est#un#processus#évolutif#fréquent#et#de#très#

nombreuses# espèces# de# plantes# ont# des# origines# autoM# ou# alloMpolyploïdes# (Soltis# &# Soltis,# 1993,#

1999U#Soltis#&#Soltis,#2000#U#Soltis#et#al.,#2007).#Pendant#longtemps,#l’autopolyploïdie#a#été#considérée#

comme#désavantageuse#en# terme#d’évolution,# et# sa# prévalence# chez# les# plantes# a# été# négligée#ou#

sousMestimée# (Stebbins,# 1950U# Albertin,# 2005).# Néanmoins,# les# allopolyploïdes# restent# malgré# tout#

plus#fréquents#que#les#autopolyploïdes#(Soltis#et#al.,#2007).##

#

Figure'8:#Schéma#des#catégories#de#polyploïdes.#A#et#A’#proviennent#de#la#même#espèce,#ce#sont#des#paires#de#
chromosomes# homologues.# A# et# B# proviennent# d’espèces# distinctes,# ce# sont# des# paires# de# chromosomes#
homéologues.#

Plusieurs#mécanismes#conduisent#à#l'apparition#d'une#espèce#polyploïde.#

#

1.2.3.1.$Formation$via$un$doublement$somatique$du$génome$

#
La#polyploïdie#peut#résulter#d'un#doublement#du#stock#chromosomique#d'une#même#espèce,#dans#ce#

cas# on# parle# d'espèce# autopolyploïde.# Par# exemple,# le# doublement# du# génome# dans# des# cellules#

somatiques#peut#permettre#la#formation#de#nouveaux#polyploïdes.#Lorsque#ce#doublement#somatique#

a#lieu#dans#des#tissus#méristématiques,#il#génère#des#individus#constitués#de#secteurs#diploïdes#et#de#

secteurs#tétraploïdes#appelés#chimères#(Albertin,#2005).#Dans#ce#contexte,#la#reproduction#des#zones#

polyploïdes# peut# favoriser# la# formation# d’individus# entièrement# polyploïdes.# Ce# mécanisme# de#

formation# d'espèce# polyploïde# a# longtemps# été# considéré# comme# le# principal# mode# de# spéciation#

polyploïde# chez# les# plantes.# Mais# la# découverte# de# la# polyploïdie# chez# les# animaux# a# conduit# à#

envisager# d’autres# voies# de# formation,# comme# la# voie# des# gamètes# nonMréduits,# qui# est# aujourd’hui#

considérée#comme#le#mécanisme#le#plus#fréquent#de#formation#des#polyploïdes.#
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1.2.3.2.$Formation$via$gamètes$non$réduits$$

#
La#polyploïdie#peut#également#résulter#de#la#production#de#gamètes#diploïdes#résultant#d'une#méiose#

anormale.#La#méiose#chez#un# individu#à#2n#chromosomes#passe#par#deux#divisions#successives#au#

cours# desquelles# les# chromosomes# homologues,# puis# les# chromatides# sœurs# sont# disjoints.# Ce#

processus#conduit#à#l’obtention#de#gamètes#haploïdes#«#réduits#»,#à#n#chromosomes.#Des#anomalies#

de# la# méiose# peuvent# dans# certains# cas# conduire# à# la# nonMdisjonction,# totale# ou# partielle,# des#

chromosomes#ou#des#chromatides,#et#donc#à#la#formation#de#gamètes#«#nonMréduits#diploïdes#»#à#2n#

chromosomes.#Ces#gamètes#diploïdes,#combinés#avec#des#gamètes#haploïdes#pourront#permettre#la#

formation#de#triploïdes.#Dans#d'autres#cas,#la#fusion#de#deux#gamètes#diploïdes#conduit#à#la#formation#

de# tétraploïdes.# La# fréquence#de# formation# des# gamètes# nonMréduits# a# été# estimée#à#moins# de# 1%#

chez# les# plantes# issues# de# croisement# intraspécifique,# et# à# près# de# 28%# chez# les# hybrides#

interspécifiques# (Ramsey#&#Schemske,# 1998U#Albertin,# 2005).# La# voie# des# gamètes# nonMréduits# est#

généralement# décrite# comme# le# principal# mécanisme# de# formation# des# polyploïdes# (Pikaard,# 2001U#

LawtonMRauh,#2003).##

1.2.3.3.$Formation$via$hybridation$interspécifique$$

#
Les#espèces#dites#allopolyploïdes#résultent#principalement,#quant#à#elles,#de#l'addition#du#génome#de#

deux# espèces# distinctes# mais# généralement# très# proches,# ce# qui# peut# provoquer# des# associations#

entre#chromosomes#homéologues#à#la#méiose.#Dans#ce#cas#de#figure,#la#formation#des#allopolyploïdes#

passe# nécessairement# par# les# processus# d’hybridation# et# de# doublement# de# la# garniture#

chromosomique.#La#stabilité#des#processus#méiotiques#des#espèces#allopolyploïdes#est#indispensable#

pour#leur#établissement,#et#passe#par#un#comportement#disomique#strict#(avec#formation#de#bivalents#

en#méiose)#et# le# contrôle#précis#de# l’appariement# chromosomique# (Riley#et#al.,# 1959U# Jenczewski#&#

Alix,#2004).#La# formation#spontanée#d’hybrides# interspécifiques#est# fréquente#dans# le# règne#végétal.#

On#compte#de#16#à#34%#de#familles#de#plantes#qui#présentent#au#moins#une#lignée#polyploïde#issue#

d'hybridation# interspécifique# (Albertin,# 2005).# C’est# ce# qui# expliquerait# la# fréquence# des# plantes#

allopolyploïdes#par#rapport#aux#plantes#autopolyploïdes.##

1.3.'Délimitation'des'espèces'par'des'approches'phylogénétiques'
#
La# délimitation# des# espèces# peut# être# abordée# par# des# approches# de# phylogénie# qui# étudient# les#

relations#de#parenté#des#espèces#(Judd#et#al.#2002).#Cette#approche,#née#de#la#volonté#de#classer#les#

organismes,# a# très# tôt# cherché# à# décrire# les# relations# entre# les# êtres# vivants# sous# forme#

d'arborescence# (Haeckel# 1866# U#Darwin# 1859).# Les# règles# de# la# phylogénie# contemporaine# se# sont#

toutefois# développées# avec# le# cladisme# ou# systématique# phylogénétique# (Hennig# 1950,# 1966),# qui#

vise#à# regrouper# les#êtres#vivants#en# fonction#de# leur# lien#de#parenté#sur# la#base#du#partage#d'états#

dérivés#ou#synapomorphies#(et#non#pas#d'états#primitifs#ou#plésiomorphies)#de#caractères#homologues#

hérités# de# l'ancêtre# commun# (Darlu# &# Tassy,# 1993).# Dans# une# représentation# phylogénétique,# les#

espèces# analysées# sont# présentées# à# l'extrémité# de# branches# terminales,# et# leurs# relations# sont#

représentées# de# façon# dichotomique# par# une# succession# de# nœuds# (évènements# de# spéciation)# et#

d'entreMnœuds# (lignées# ancestrales).# Au# cours# des# dernières# décennies,# la# phylogénie# a# connu# un#
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essor#particulier#avec#l'acquisition#des#données#moléculaires#(Page#et#Holmes#2005).#Cependant,#une#

phylogénie# établie# à# partir# d’une# région# unique# du# génome# reflète# avant# tout# l’histoire# évolutive# de#

cette# région.# Il# est# alors# important# de# comparer# et/ou# d’additionner# les# informations# apportées# par#

différents#marqueurs#moléculaires#pour#avoir#des#phylogénies#mieux#résolues#(Huggues#et#al.,#2002).#

Mais# l’histoire# des# différents# gènes# utilisés# pour# établir# les# phylogénies,# ne# reflète# pas# toujours#

l’histoire#des#organismes#qui#les#véhiculent#(Doyle#et#Gaut,#2000).##

#

#

#

Figure' 9:# Exemple# de# source# de# conflit# phylogénétique# :# évolution# introgressive.# En# trait# continu# noir# est#
représentée#la#lignée#génétique#cytoplasmique#et#en#traits#discontinus#rose#la#lignée#génétique#nucléaire.#Dans#le#
cas# illustré,# la#généalogie#du#gène#nucléaire#est# conforme#à# la#phylogénie#des#espèces# (délimité#par# les# traits#
épais).# Par# contre,# suite# à# un# événement# de# capture# cytoplasmique,# la# généalogie# cytoplasmique# n’est# pas#
conforme#à#la#phylogénie#des#espèces.#D'après#LyonsMWeiler#et#Milinkovitch#1997,#adapté#par#Philippe#(2007).#

#

Par#exemple,#si#on#considère#la#Figure#9,#deux#espèces#A#et#C#se#sont#hybridées#et#l'hybride#AC#s'est#

rétrocroisé# depuis# de# nombreuses# fois# avec# l'espèce# parente# C.# L'hérédité# cytoplasmique# étant#

monoparentale,# si# le# donneur# cytoplasmique# était# l'espèce# A# à# la# base# puis# l'hybride# AC# lors# des#

rétrocroisements,#au#bout#de#plusieurs#générations#une#espèce#possédant#un#génome#nucléaire#de#

l’espèce#C#mais#un#génome#cytoplasmique#de# l’espèce#A#sera#obtenue.#Les#gènes#nucléaires#de#A#

auront#été#peu#à#peu#éliminés#lors#des#croisements#successifs.#Ainsi,#c'est#un#peu#comme#si#l'espèce#

C#avait#«#capturé#»#un#cytoplasme#de#l’espèce#A#(Rieseberg#&#Soltis#1991).#On#comprend#aisément#

que# dans# ce# cas# les# phylogénies# nucléaires# et# cytoplasmiques# soient# fréquemment# conflictuelles#

(Cronn#&#Wendel#2004,#Doyle#et#al.,#2004,#Chat#et#al.,#2004,#Alvarez#et#Wendel#2006).#

#

Ces# conflits# peuventMêtre# causés# par# d’autres# phénomènes# dont# le# polymorphisme# insuffisant# des#

gènes#utilisés,# ou#encore#un# tri# aléatoire#des# lignées#géniques#ancestrales#au# travers#des#multiples#

évènements#de#spéciation#(«#incomplete#lineage#sorting#»)#(Doyle#et#Gaut,#2000).##
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#

Figure'10:#Exemple#de#source#de#conflit#phylogénétique#:#deux#phylogénies#de#gènes#(lignes#blanches)#au#sein#
d'une#phylogénie#d'espèces#(autour,#en#noir).#Phylogénie#de#gène#A#:#un#ancien#polymorphisme#persiste#à#deux#
évènements#de#spéciation#(tsp1#et#tsp2)#donnant#des#différences#topologiques#entre#phylogénie#des#espèces#et#
phylogénie#du#gène# (A').#Phylogénie#de#gène#B# :#Un#ancien#polymorphisme#persiste# suite#à#3#évènements#de#
spéciation# (tsp1,# tsp2# et# tsp3)# donnant# des# différences# entre# la# phylogénie# du# gène# B# (B'),# la# phylogénie# des#
espèces#et#la#phylogénie#du#gène#A#(A').#D'après#LyonsMWeiler#et#Milinkovitch#1997,#adapté#par#Philippe#(2007).#

#

Un#échantillonnage#incomplet#de#ces#allèles#peut#conduire#à#des#topologies#qui#seront#en#conflit#avec#

l’histoire#des#espèces# (Figure#10,#LyonsMWeiler#&#Milinkovitch#1997).#Faire# la#part#de# la#délimitation#

spécifique#dans#les#conflits#phylogénétiques#n'est#pas#toujours#aisé#et#requiert#l'intégration#de#données#

aux#niveaux#intraspécifique#et#populationnel#(Comes#&#Abbott#2001).#

1.4.' Diversité' intraspécifique':' phylogéographie,' structure' génétique' spatiale' et' système' de'
reproduction'
#
Au# cours# des# dernières# décennies,# des# avancées# notables# en# biologie# évolutive# et# en# écologie# ont#

permis# de#mieux# comprendre# l'évolution# des# espèces# en# relation# avec# les# évènements# historiques#

biogéographiques.# Une# approche# relative# à# de# telles# recherches# combine# plusieurs# objectifs# de# la#

génétique# des# populations# (diversité# génétique,# structure# génétique# spatiale# à# fine# échelle,# flux# des#

gènes,#répartition#géographique#des#lignées#ou#variants#génétiques,#régime#de#reproduction).#

1.4.1.'Phylogéographie'et'événements'démographiques'
#
La# phylogéographie# consiste# à# analyser# comment# les# lignées# ou# variants# génétiques# sont#

spatialement#distribués.#En#d’autres#mots,# la#généalogie#et# la#géographie#semblent#connectées#et# la#

phylogéographie#explore# les# liens#entre#différents#variants#génétiques#(on#parle#d’haplotypes)#et# leur#

distribution# géographique# pour# inférer# l’histoire# démographique# d’une# espèce# ou# d’un# groupe#

d’espèces# proches# dans# le# temps# et# dans# l’espace# (Avise# et# al.,# 1987).# Ces# processus#

démographiques# (isolement,# expansion,# évènement# de# fondation# ou# goulot# d'étranglement)# sont#

souvent#liés#entre#eux#et#dépendent#aussi#d’autres#facteurs#tels#que#les#conditions#environnementales,#

la# taille#et# la#connectivité/fragmentation#des#populations,# les#modes#de#reproduction#et#de#dispersion#

de#gènes.#Cette#discipline#a#été#très#utile#pour#retracer#les#voies#de#migration#de#nombreuses#espèces#
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d’arbres# forestiers# lors# de# la# recolonisation# postMglaciaire# au# cours# de# l’Holocène# en# Europe#

(Demesure#et#al.,#1996U#DumolinMLapègue#et#al.,#1997U#Palmé#&#Vendramin,#2002U#Grivet#&#Petit#2003U#

Petit#et#al.,#2003#U#Heuertz#et#al.,#2004).#En#Afrique#subsaharienne,#des#analyses#sur# les#patrons#de#

distribution#de# la#diversité#génétique#à# large#échelle,#ont# révélé# l’impact#des# fluctuations#climatiques#

passées# sur# la# répartition# biogéographique# de# certaines# espèces# des# régions# GuinéoMCongolaise,#

Soudanienne#et#Zambézienne.#

1.4.1.1.$Patrons$de$distributions$phylogéographiques$en$Afrique$
#
C$Dans$les$formations$sèches$

Très#peu#d’études#phylogéographiques#ont#été#réalisées#sur#des#espèces#de#savanes#Soudaniennes#

et#Zambéziennes,#de#sorte#que#les#effets#des#facteurs#historiques#sur#l'histoire#évolutive#des#espèces#

dans# ces# régions# sont# encore# très# mal# connus.# À# notre# connaissance,# seules# trois# espèces#

soudaniennes# ont# fait# l'objet# d'études# génétiques# à# grande# échelle# :#Adansonia' digitata# (Tsy# et# al.,#

2009U#Kyndt#et#al.,#2009),#Vitellaria'paradoxa#(Allal#et#al.,#2011)#et#Khaya'senegalensis#(Sexton#et#al.,#

2015)#et#deux#espèces#soudanoMzambéziennes#:#Acacia'senegal#(Odee#et#al.,#2012)#et#Acacia'nilotica#

(Wardill#et#al.,#2005).#Certaines#de#ces#études#ont#mis#en#évidence#des#populations#en#expansion#au#

cours#du#dernier#maximum#glaciaire#(Sexton#et#al.,#2015),#tandis#que#d'autres#ont#montré#des#signes#

de# fragmentation# probablement# liés# à# la# présence#de#barrières# géologiques#et# climatiques# (voir# par#

exemple#Tsy#et#al.#2009,#Odee#et#al.,#2012).#Des#efforts#supplémentaires#doivent#donc#être#effectués#

afin# de# comprendre# les# évènements# démographiques# qui# gouvernent# les# patrons# de# répartition# des#

espèces#dans#les#savanes#africaines.#

C$Dans$les$formations$humides$$

Davantage# d’efforts# ont# été# consacrés# depuis# peu# à# l’étude# de# la# structuration# de# la# diversité#

génétique#spatiale#de#quelques#espèces#des# forêts#denses#humides# tropicales#GuinéoMCongolaises.#

La#plupart#de#ces#travaux#ont#pu#identifier#des#patrons#contrastés#en#lien#avec#la#recolonisation#postM

glacière#(Figure#11#M#Hardy#et#al.,#2013U#Heuertz#et#al.,#2014U#Dauby#et#al.,#2014U#Ley#et#al.,#2014U#Faye#

et# al.,# 2016)# et# des# structurations# génétiques# importantes# pour# les# différentes# espèces# étudiées#

(Figure#10#M#Hardy#et#al.,#2013).#

Cependant,#il#est#évident#que#l’étude#de#quelques#espèces#ne#peut#suffire#pour#généraliser#les#patrons#

de# fragmentationMexpansion# de# la# végétation# forestière# africaine.# Dans# ces# conditions,# des# efforts#

doivent# être# effectués# pour# augmenter# le# nombre# de# taxa# étudiés# afin# d’évaluer# les# possibilités# de#

généralisation#des#tendances#obtenues.##

#
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#

Figure' 11:# Positions# approximatives# des# discontinuités# génétiques# identifiées# chez# 13# espèces# d’arbres# des#
forêts#pluviales#de#basse#Guinée.#Les#refuges#forestiers#hypothétiques#durant#le#dernier#maximum#glaciaire#sont#
représentés# par# les# aires# grisées# (modifié# à# partir# de#Maley,# 1996# et#Colyn# et# al.,# 1991).#Chacune# des# lignes#
noires# foncées# correspond# à# une# discontinuité# génétique# ou# limite# géographique# entre# clusters# géniques#
parapatriques,# identifiés# à# l’aide# de#microsatellites# nucléaires,# excepté# pour# Ig# (données#RAPD)# et# La# (limites#
entre#clades#du#génome#chloroplastique).#La#plupart#des#espèces#n’ayant#pas#été#échantillonnées#dans#la#partie#
Est# de# la# carte# (excepté#Cc,#Me# et# Pe),# le# peu# de# discontinuités# rapportées# dans# cette# zone# pourrait# être# un#
artéfact.# Les# deux# lignes# en# traits# interrompus# délimitent# approximativement# le# climat# équatorial# avec# deux#
saisons#humides#et#deux#saisons#plus#sèches,#ces#dernières#étant#d’intensité#égale#(en#terme#de#pluviométrie)#le#
long#de#la#charnière#climatique#(ligne#pointillée)U#au#nord,#le#climat#boréal#se#caractérise#par#une#saison#sèche#et#
ensoleillée# de# décembre# à# février,# alors# qu’au# sud,# le# climat# austral# se# caractérise# par# une# saison# sèche# et#
nuageuse#(donc#moins#rude)#de#juin#à#août#(Source#Hardy#et#al.,#2013).#

#

Par# exemple,# une# étude# récente# de# phylogéographie# sur# l’espèce# ligneuse# Distemonanthus'

benthamianus# (Demenou# et# al.,# 2016)# a# permis# de# détecter# des# groupes# génétiques# différenciés#

résultant#d’anciennes#barrières#à#la#dispersion#de#gènes#(entre#le#Haut#Guinéen,#le#Dahomey#gap#et#le#

BasMGuinéen),# probablement# en# réponse# aux# perturbations# climatiques# historiques# sur# les# forêts#

d’Afrique#centrale.#En#effet,#cette#étude#a#montré#que#certaines#populations#auraient#connu#pendant#

cette# période# des# réductions# assez# brutales# de# leurs# tailles# au# sein# des# refuges,# entrainant# des#

phénomènes#de#«#bottleneck$»#ou#goulot' d’étranglement.#D’autres#populations#par#contre,#ont#su#
s’adapter#à#ces#conditions#climatiques#extrêmes#engendrant#des#évènements#de#fondation#ou#«#effet'
fondateur'»,#résultant#de#l’expansion#démographique#de#leurs#populations,#à#partir#d’un#petit#nombre#
d’individus.#Ces#deux#évènements#sont# très#proches#et# souvent#associés#car# tous#deux#provoquent#

une#réduction#de#la#diversité#génétique#(du#fait#d'une#réduction#rapide#de#la#taille#de#population)#due#à#

la# dérive# génétique# (Loveless# &# Hamrick# 1984).# Outre# ces# évènements# démographiques,# les#

phénomènes#d’isolement#reproductif#peuvent#aussi#influencer#la#structure#génétique#des#populations.#

#
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1.4.1.2.$Marqueurs$moléculaires$utilisés$en$phylogéographie$

#
Chez#les#plantes,#le#génome'chloroplastique#est#couramment#utilisé#en#phylogéographie#parce#qu'il#
est#haploide,#nonMrecombinant#et#est#très#conservé#à#l'échelle#des#Angiospermes#(Clegg#et#al.,#1991).#

Vu#le#taux#d’évolution#très#lent#de#ce#type#de#génome,#il#est#assez#facile#de#suivre#une#lignée,#c’estMàM

dire#un#ensemble#d’haplotypes#proches#génétiquement,#sur#l’ensemble#de#l’aire#de#distribution#par#le#

retraçage# de# leurs# différentes# voies# de# colonisation.# Mais# l'utilisation# du# chloroplaste# ne# nous#

renseigne# que# sur# une# partie# de# l'histoire# démographique# des# populations,# raison# pour# laquelle# le#

génome'nucléaire#fait#également#l’objet#d’une#utilisation#croissante#(Hare,#2001).#En#phylogéographie#
et# en# génétique# des# populations# en# général,# les#marqueurs#moléculaires# nucléaires# parmi# les# plus#

utilisés#actuellement#sont#les#marqueurs'microsatellites#(Simple#Sequence#Repeat#:#SSR).#Ce#sont#
des# marqueurs# très# polymorphes# qui# permettent# d'estimer# aussi# bien# les# flux# de# gènes# entre#

populations# intraspécifiques#qu'entre#espèces#voisines,#avec# la#possibilité#de#détecter#des# formes#et#

zones#hybrides#entre#espèces#proches#(Duminil#&#Di#Michele#2009).#

1.4.2.'Structure'génétique'spatiale'et'flux'de'gènes'
#
Un# autre# processus,# agissant# sur# la# structure' génétique' spatiale# (SGS),# est# l'isolement' par' la'
distance' (IBD)#qui#dépend#en#grande#partie#des# traits#d'histoire#de#vie#des#espèces#condionnant# la#
dispersion# de# leurs# gènes# (Hardy# &# Vekemans# 1999).# Les# populations# linéaires# (restreintes)#

présentent#souvent#un#IBD#plus#marqué#que#les#populations#étendues#sur#deux#dimensions#(Rousset#

1997,# 2000).# La# SGS# peut# être# caractérisée# par# la# décroissance# des# coefficients# de# parenté# entre#

paires#d'individus#en#fonction#de#la#distance#physique#qui#les#sépare#(Vekemans#&#Hardy#2004),#ce#qui#

permet# de# déduire# que# deux# individus# ont# davantage# de# chances# de# se# ressembler# génétiquement#

s'ils# sont# proches# géographiquement# (Loveless# &#Hamrick# 1984U# Levin# et# al.,# 2003).# Ce# processus#

(IBD)#qui#est#souvent#représenté#par#un#graphique#montrant#la#décroissance#du#coefficient#de#parenté#

moyen#entre#paire#d’individus#en#fonction#de# la#distance#spatiale,#est#utile#pour#évaluer#une#SGS#au#

sein# d'une# population# (Vekemans# &# Hardy# 2004).# Cette# courbe# de# parenté# peut,# par# la# même#

occasion,#fournir#un#aperçu#de#la#contribution#relative#du#pollen#et#de#la#dispersion#des#graines#au#flux#

de#gènes#global# (Heuertz#et#al.,# 2003).#Typiquement,# lorsqu'il# y#a#une#similarité#génétique#entre# les#

individus# au# sein# d'une#même# population,# aucune# structure# génétique# n'est# obtenue# au# sein# d’une#

population# (Figure# 12a).# Mais,# lorsqu'une# structure# génétique# émerge# en# fonction# de# la# dispersion#

génique#limitée,#la#courbe#de#parenté#résultante#ressemble#à#une#exponentielle#négative#(Figure#12b).##
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#

Figure' 11:# Illustration# de# l'Isolement# par# la# distance#au# sein# d'une#population# théorique#en#un# locus# (2# allèles#
noir/blanc,# gris=# hétérozygotes)# :# (a)# structure# aléatoire# impliquant# aucune# structure# génétique# spatialeU# (b)#
structure# résultant# d’une# dispersion# limitée# des# gènes,# impliquant# une# diminution# du# coefficient# de# parenté,#
mesuré#ici#par#le#paramètre#F(d),#en#fonction#de#la#distance#entre#paires#d'individus.#D'après#Vekemans#&#Hardy#
2004.#

#

Enfin,# la# compréhension#des#patterns#de#SGS# repose# fondamentalement# sur# la# connaissance#de# la#

biologie# et# de# l'écologie# de# reproduction# (phénologie,# pollinisation,# germination,# dispersion# des#

diaspores).#

1.4.3.'Système'de'reproduction':'phénologie'
#
La# connaissance# du# système# de# reproduction# des# plantes# joue# également# un# rôle# majeur# dans# le#

domaine#de# la#biologie#évolutive#car#elle#permet#d'interpréter# les#patrons#de#diversité#et# la#structure#

génétique#des#espèces.#La#phénologie,#est#un#élément#clé#de# l’autécologie#des#essences# tropicales#

car#elle#permet#de#mieux#appréhender# leur#adaptation#au#contexte#écologique#et#climatique# local.#Si#

les#caractéristiques#écoclimatiques#(température#et#régime#hydrique)#montrent#une#nette#saisonnalité#

dans#les#régions#tempérées,#il#n'en#est#pas#toujours#de#même#sous#un#climat#équatorial.#En#effet,#une#

caractéristique# très# importante# de# la# plupart# des# écosystèmes# tropicaux# est# leur# grande# variation#

saisonnière#interannuelle.#En#plus#de#ces#fluctuations#climatiques,#la#phénologie#reste#très#peu#étudiée#

chez# les# arbres# tropicaux# africains# (Doucet,# 2003U# de# Freitas# &#Pinard,# 2008#U# Freitas# &#Bolmgren,#

2008).#Ainsi,#dans#le#contexte#actuel#et#futur#de#perturbations#climatiques,#ce#caractère#adaptatif#revêt#

donc# une# importance# croissante# dans# de# nombreux# domaines# de# recherche# fondamentale# et#

appliquée.#
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1.5.'Objectifs,'questions'et'structuration'de'la'thèse'

1.5.1.'Objectifs'et'questions'de'recherche''
#
L’objectif# de# cette# recherche# doctorale# est# de# caractériser# l'histoire# évolutive# d’un# genre# d’arbres#

présents#dans#les#savannes#et#les#forêts#africaines,#le#genre#Afzelia'(Fabaceae,#Caesalpinioideae).#Ce#

genre#comporte#sept#espèces#qui#sont#endémiques#en#Afrique#subMsaharienne#:#Afzelia'africana'Sm#

ex#pers.,#A.'bella'Harms,#A.'bipindensis'Harms,#A.'pachyloba'Harms,#A.'parviflora#(Vahl)#Hepper,#A.'

quanzensis#Welw.#et#A.'peturei#De#Wild.#Elles# sont# très#proches#du#point# de# vue#morphologique#et#

commercialisées#sous#l’appellation#«#doussié#»#(ATIBT,#2010).#Parfois#difficilement#différenciables#sur#

le#plan#morphologique,#elles#constituent#un#modèle#idéal#pour#aborder#le#problème#de#délimitation#des#

espèces#tropicales.#Les#espèces#sont#largement#distribuées#dans#les#savanes#et#les#forêts#tropicales#

en# zone# GuinéoMCongolaise,# Soudanienne# et# Zambezienne.# Ainsi,# en# occupant# des# niches#

écologiques#relativement#distinctes#pour#certaines#et#chevauchantes#pour#d’autres,#ce#genre#constitue#

un#modèle#intéressant#pour#étudier#l'influence#des#facteurs#historiques#sur#les#écosystèmes##africains.#

Les# Afzelia# sont# également# des# bois# d’œuvre# très# recherchés# sur# le# marché# internationnal# du#

commerce#du#bois# (ATIBT,#2010).#L’exploitation# forestière#en#Afrique#Centrale#étant# soumise#à#une#

législation# stricte,# les# espèces# ne# peuvent# être# exploitées# qu’auMdelà# d’un# certain# diamètre# et# des#

mesures# doivent# être# prises# pour# assurer# le# renouvellement# de# la# ressource# (Fargeot# et# al.,# 2004).#

Ainsi,#au#Cameroun,#le#diamètre#minimum#d’exploitation#des#«#doussiés#»#est#de#80#cm.#L’adéquation#

de# telles# mesures# avec# le# maintien# des# niveaux# actuels# de# diversité# ne# peut# être# évaluée# qu’en#

connaissant# l’écologie# reproductive#des#espèces.#Or#celleMci#demeure#quasi# inconnue.#Les# individus#

seraient# fertiles# dès#20# cm#de#diamètre# (Doucet,# comm.#pers.)# et# compte# tenu#des# caractéristiques#

des# fleurs# (Caesalpinioideae)# et# des# graines# (présence# d’un# arille),# le# genre# serait# entomophile# et#

zoochore# (Bationo# et# al.,# 2000).# Ces# différentes# caractéristiques# pourraient# laisser# présager# des#

distances#de#flux#de#gènes#étendues.#Toutefois,#les#doussiés#étant#très#disséminés#en#forêt#(0,3#pied#

par# hectare,# d’après# les# rapports# techniques# de# Nature+# et# Pallisco),# les# impacts# de# l’exploitation#

forestière#sur#la#diversité#génétique#pourraient#s’avérer#non#négligeables.#

#

Plus# spécifiquement,# cette# étude# vise# à#:# (1)# Evaluer# le# niveau# de# divergence#morphologique# entre#

espèces# et# décrire# leurs# relations# phylogénétiques# afin# de# quantifier# leur# isolement# reproductif# en#

examinant# le# rôle# des# gradients# écologiques# et# des# facteurs# historiques# dans# la# spéciation#U# (2)#

Procéder# à# une# analyse# approfondie# de# la# diversité# et# de# la# structuration# génétique# spatiale# des#

espècesU# (3)# Identifier# et# décrire# les# facteurs# écologiques,# biotiques# et# abiotiques,# susceptibles#

d'influencer#les#flux#géniques#à#l'échelle#des#populations#d’une#espèce#des#forêts#denses#humides#(A.'

bipindensis)':#phénologie#reproductive#et#déterminisme#des#événements#de#reproduction.#

#

Pour#atteindre#ces#objectifs,#les#questions#spécifiques#abordées#par#la#présente#étude#sont:#

o# En'rapport'avec'l’objectif'spécifique'1'

1.#La#synthèse#des#connaissances#actuelles#disponibles#permetMelle#de#clarifier#la#taxonomie#au#sein#
du# genre# Afzelia# en# Afrique,# et# quelles# sont# les# caractéristiques# autécologiques# des# différentes#
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espèces#actuellement#reconnues?#

2.#Existe#t’il#des#différences#de#niveau#de#ploïdie#entre#les#différentes#espèces#d'Afzelia#et#quelle#est#la#
composition#de#leur#garniture#chromosomique?#

3.# Etant# donné# l'importance# des# marqueurs# moléculaires# microsatellites# dans# la# délimitation# des#
espèces,# le# développement# et# l’utilisation# de# ces#marqueurs# spécifiques# permettentMils# d'établir# une#

proximité#entre#les#différentes#espèces#d'Afzelia?#

4.# Les# différenciations# morphologiques# et# génétiques# (fournie# par# des# marqueurs# nucléaires# et#
chloroplastiques)#concordentMelles#entre#individus#de#ces#différentes#espèces?#

o# En'rapport'avec'l’objectif'spécifique'2'

5.# ExisteMtMil# des# discontinuités# génétiques# à# large# échelle# spatiale# au# sein# de# chaque# espèce# qui#
suggèreraient#une#fragmentation#des#populations#en#réponse#aux#évènements#climatiques#passés?#

o# En'rapport'avec'l’objectif'spécifique'3'

6.#Dans#quelle#mesure# les# traits#d'histoire#de#vie#de# l’espèce#d'Afzelia' la#plus#exploitée#pour# le#bois#
d’œuvre#(A.'bipindensis),#affectentMils# les#flux#de#gènes#et# les#capacités#d'expansion#des#populations#

de#cette#espèce#à#une#échelle#spatiale#plus#fine?#

#

1.5.2.'Structuration'de'la'thèse'
#
La#présente#introduction#constitue#le#Chapitre#1#de#la#thèse.#Les#différents#conceptsMclés#utilisés#dans#

ce#travail#y#ont#été#développés.#Les#chapitres#suivants#compilent#un#ensemble#d'articles#déjà#publiés#

ou#en#préparation,#qui#tentent#de#répondre#aux#questions#précédemment#évoquées.##

Le#chapitre#2#fait#l'état#de#l'art#des#connaissances#actuelles#concernant#l'historique#de#la#taxonomie,#de#

l'écologie# et# de# la# diversité# génétique# des# populations# spécifiques# au# sein# du# genre# Afzelia.# Ce#

chapitre,# en# répondant# à# la# première# question,# récapitule# également# les# connaissances#

autécologiques#des#différentes#espèces.#Il#a#été#publié#sous#la#référence#:#

Donkpegan# A.S.L.,# Hardy# O.J.,# Oumorou# M.,# Daïnou# K.# &# # Doucet# JML.# (2014).# Un# complexe#
d’espèces# d’Afzelia# des# forêts# africaines# d’intérêt# économique# et# écologique# (synthèse#
bibliographique).#Biotechnology,'Agronomy,'Society'and'Environnement,#18,#220M232.#
#

Nous# avons# développé#des#marqueurs#microsatellites# (SSRs)# nucléaires# chez#Afzelia'spp.'qui# sont#

présentés# dans# le# chapitre# 3.# Ce# chapitre# répond# à# la# question# 2.# A# partir# d'A.' bipindensis,# des#

marqueurs#microsatellites#ont#été#développés#et#des#tests#de#crossMamplification#ont#été#réalisés#sur#

les# autres# espèces.# Les# différents# niveaux# de# ploïdies# ont# été# vérifiés# pour# ces# espèces# et# leur#

garniture#chromosomique#a#été#identifiée.#Il#a#été#publié#sous#la#référence#:##
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Donkpegan#A.S.L.,#Doucet#JML.,#Daïnou#K.#&#Hardy#O.J.#(2015).#Microsatellite#development#and#flow#
cytometry# in# the#African# tree#genus#Afzelia# (Fabaceae,#Caesalpinioidea)# reveal#a#polyploid#complex.#
Applications'in'Plant'Sciences,#3'(1),#1400097.##
#

Le#chapitre#4#aborde#principalement# les#questions#3#et#4#et#explore# la#problématique#de#délimitation#

spécifique# morphologique# et# génétique.# Il# investigue# plus# particulièrement# la# délimitation# entre# les#

espèces# en# utilisant# des# traits# morphologiques# (quantitatifs# et# qualitatifs)# discriminants# et# des#

marqueurs# génétiques# diagnostiques# (chloroplastiques# et# nucléaires).# Des# concordances# ont# été#

établies#entre#les#niveaux#de#ploïdie#et#les#habitats#de#ces#espèces.#Cette#étude#relève#la#nécessité#de#

compléter# les# résultats#obtenus#par#d'autres#analyses#basées#sur#d'autres# types#de#marqueurs,# tels#

que#des#marqueurs#SSRs.#Ces#marqueurs#SSRs#permettront#de#mesurer#les#degrés#d'hybridation#qu'il#

peut#y#avoir#entre#ces#espèces#très#proches.#Il#a#été#publié#sous#la#référence#:#

Donkpegan#A.S.L.,#Doucet#JL.,#Migliore#J.,#Duminil#J.,#Daïnou#K.,#Pineiro#R.,#Wieringa#J.,#Champluvier#
D.# &#Hardy#O.J.# (2017).# Evolution# in#African# tropical# trees# displaying# ploidyMhabitat# association:# the#
genus#Afzelia#(Leguminosae).#Molecular'Phylogenetic'Evolution,#107,#270M281.#
#

Les#chapitres#5#et#6#répondent#à#la#question#5.#Une#approche#de#regroupement#Bayésien,#à#l'aide#des#

marqueurs# SSRs,# a# été# utilisée# à# large# échelle# (régions# GuinéoMCongolaise,# Soudanienne# et#

Zambézienne),#afin#de#différencier# les#groupes#en#équilibre#d'HardyMWeinberg.# Ils#ont#été#étudiés#en#

détail#(en#fonction#des#niveaux#de#ploïdie)#par#rapport#à#deux#aspects#:#leur#niveau#de#diversité#et#les#

processus# pouvant# expliquer# la# structure# génétique,# dont# les# gradients# environnementaux# et# les#

évènements#climatiques#passés.#Au#vu#des#résultats#obtenus,# l'identification#des#clusters#génétiques#

sympatriques#a#soulevé#certaines# interrogations#relatives#aux#processus#spécifiques#de#reproduction#

et#de#dispersion#génique.##

Le#chapitre#7#tente#de#répondre#à#ces#interrogations#en#abordant#la#question#6.#A#une#échelle#spatiale#

relativement#restreinte#au#sein#de#populations#d'A.#bipindensis,#à#l'Est#du#Cameroun,#ce#chapitre#teste#

l'hypothèse# d'une# spéciation# sympatrique# et# un# modèle# d'isolement# par# la# distance.# Il# analyse#

également#les#facteurs#influençant#la#structure#de#population#et#les#distances#de#dispersion#de#gènes,#

en# relation# avec# les# observations# partielles# sur# les# traits# d'histoire# de# vie# de# l'espèce# (phénologie#

reproductive).##

Enfin,#l’ensemble#des#résultats#est#commenté#dans#le#chapitre#8#par#une#discussion#générale#qui#clôt#

la# thèse.# Il# synthétise# les# informations# majeures# tirées# des# différents# articles# et# donne# des#

perspectives#pour#de#nouvelles#recherches.#

#

# #
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CHAPITRE'2##
UN#COMPLEXE#D’ESPÈCES#D’AFZELIA#DES#FORÊTS#AFRICAINES#

D’INTÉRÊT#ÉCONOMIQUE#ET#ÉCOLOGIQUE#(SYNTHÈSE#
BIBLIOGRAPHIQUE)#

#

Adapté#de#:#

Donkpegan# A.S.L.,# Hardy# O.J.,# Oumorou# M.,# Daïnou# K.# &# # Doucet# JML.# (2014).# Un# complexe#
d’espèces# d’Afzelia# des# forêts# africaines# d’intérêt# économique# et# écologique# (synthèse#
bibliographique).#Biotechnology,'Agronomy,'Society'and'Environnement,#18,#220M232.#
#

#

#

#

#

«#Les'forêts'précèdent'les'Hommes,'les'déserts'les'suivent'»#

Chateaubriand'

#

#
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2.'Un'complexe'd'espèces'd'Afzelia' des' forêts' africaines'd'intérêt' économique'et' écologique'
(synthèse'bibliographique)'

'

#

#

#
Résumé:#L'objectif#de#cette#synthèse#est#d'établir#un#bilan#actualisé#des#connaissances#et#une#revue#
bibliographique# du# genre# Afzelia# qui# comporte# un# complexe# d’espèces# exploitées# pour# leur# bois#

d'œuvre.#La#distribution#des#espèces#du#genre#Afzelia#en#Afrique#suggère#différentes#adaptations#visM

àMvis# des# gradients# écologiques.# Toutefois,# sur# base# des# seuls# critères# végétatifs,# il# est# difficile# de#

distinguer#les#espèces#lors#des#inventaires#forestiers,#ce#qui#pourrait#compromettre#la#gestion#durable#

des# populations# promue# par# les# pays# d'Afrique# Centrale.# Globalement,# nous# avons# montré# que# le#

genre#reste#très#peu#étudié,#bien#que#certaines#de#ces#espèces#soient#considérées#par#l’IUCN#comme#

menacées.# Dès# lors,# des# investigations# écologiques# et# génétiques# approfondies# seraient# des# plus#

pertinentes.#

Mots'clés.#Afzelia,#forêt#tropicale,#bois#d'œuvre,#écologie,#ressource#génétique#forestière,#arbre#à#buts#
multiples,#Afrique.##
#
#
#
#
#
Abstract:' The# purpose# of# this# review# is# to# provide# an# update# of# knowledge# and# a# comprehensive#
literature#review#of#the#genus#Afzelia,#a#complex#of#sister#species#exploited#for#their# timber# in#central#

Africa.#The#distribution#of#Afzelia#species#in#Africa#suggests#various#adaptations#to#ecological#factors.#

However,#on#the#basis#of#only#vegetative#criteria,#it#is#difficult#to#distinguish#species#in#forest#inventory,#

which# could# compromise# the# sustainable# management# promoted# by# the# Central# African# country#

populations.#Globally,#we#showed#that#the#genus#remains#understudied#although#some#of# its#species#

are#considered#by# IUCN#as# threatened.#Therefore,# the#ecological#and#genetic#aspects# investigations#

should#be#relevant.#

Key'words.'Afzelia,#tropical#forest,#timber#tree,'ecology,#forest#genetic#resource,#multiMpurpose#trees#
Africa.#
#

#

#

#

#

#

#
'
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2.1.'Introduction'
'
Le# genre#Afzelia'Smith' (Fabaceae,# Caesalpinioideae1)# est# un# taxon# paléotropical# présent# dans# les#

principales# formations# végétales# du# continent# africain# (White,# 1986).# Il# comporte# sept# espèces# en#

Afrique# dont# deux# se# retrouvent# dans# les# forêts# claires# de# la# région# zambézienne# (A.' quanzensis#

Welw.#et#A.'peturei'De#Wild.)#U#quatre#autres#sont#endémiques#des#forêts#denses#humides#de#la#région#

GuinéoMCongolaise#(A.'bella#Harms,#A.'bipindensis#Harms,#A.'pachyloba#Harms#et#A.'parviflora#(Vahl)#

Hepper#et#la#dernière#se#retrouve#essentiellement#dans#les#savanes#soudaniennes#(A.'africana#Sm.#ex#

Pers.).#A.'bella#présenterait#trois#variétés#:#A.'bella,#var.#gracilior#Keay,#A.'bella,#var.#glabra#Aubrév.#et#

A.'bella,#var.#bella.#Quatre#de#ces#espèces#(A.'africana,#A.'bella,#A.'bipindensis#et#A.'pachyloba)#sont#

très# proches# du# point# de# vue# morphologique# et# généralement# commercialisées# sous# l’appellation#

«#doussié#»,# lequel#est#un#bois#d’œuvre#très#recherché#par#l’industrie#forestière#(Paradis#et#al.,#2011U#

ATIBT,# 2010).# La# distinction# morphologique# de# ces# espèces# est# difficile# sur# le# terrain,# créant# des#

confusions#lors#des#inventaires#forestiers.#Cette#situation#semble#tacitement#tolérée#dans#le#commerce#

international# des# bois# tropicaux# (Normand,# 1939#U# Mesel,# 2002)# bien# que# des# propriétés#

technologiques# différentes# soient# régulièrement# reportées# par# les# professionnels# (CTFT,# 1980),#

notamment#en#termes#de#retrait#du#bois.#Lors#de# l’élaboration#des#flores#d’Afrique,#plusieurs#auteurs#

ont# étudié# le# genre# (Chevalier# 1940#U# Keay# 1954#U# Aubréville# 1959,# 1968,# 1970#U# INEAC# 1952#U# de#

Saint# Aubin# 1963#U# Léonard# 1950#U# Satabié# 1994).# Toutefois,# à# notre# connaissance,# la# dernière#

révision#complète#du#genre#a#été#réalisée#par#Pennell#en#1925.##

#

Outre#son#intérêt#économique,#le#genre#Afzelia,#présente#en#tant#que#complexe#d'espèces,#un#intérêt#

indéniable#pour#tester#différentes#hypothèses#évolutives#et#phylogéographiques#(Duminil#et#al.,#2010#U#

Dainou#et#al.,# 2010).#Par#ailleurs,#A.'africana,#A.'bipindensis# et#A.'pachyloba# sont# classées#dans# la#

catégorie#«#vulnérable#»#de#la#liste#rouge#IUCN#(2012).#Une#confirmation#de#l’identité#de#ces#espèces#

ne#peut#qu’être#utile#à#une#meilleure#gestion#et#conservation#des#ressources#spécifiques#existantes.##

Le#présent#article,#outre# la#synthèse#des#connaissances#qu’il#propose#sur# les#espèces#africaines#du#

genre#Afzelia,#vise#aussi#à#relever# les# insuffisances#de#connaissances#sur#certaines#espèces#afin#de#

suggérer# des# pistes# pour# des# recherches# futures.# La# recherche# bibliographique# a# été# réalisée# en#

consultant#:# (1)# les# bases# de# données# accessibles# via# le# site# internet# de# l’Université# de# Liège 2#

(Scopus,# CAB# Abstracts),# (2)# la# base# de# données# de# l’Institut# de# la# Recherche# pour# le#

Développement3#(IRD),#(3)#Google#scholar#et#(4)#les#ressources#documentaires#disponibles#au#niveau#

de#la#bibliothèque#centrale#de#Gembloux#AgroMBio#Tech.#La#combinaison#des#mots#clés#suivants#a#été#

utilisée# en# français# et# en# anglais#:# Afzelia,# doussié,# description,# botanique,# génétique,# taxonomie,#

phylogénie#moléculaire,#écologie,#gestion#forestière,#marché,#commerce.#

#

#

########################################################
1
!Detarioideae,!d’après!la!nouvelle!classification!APG!(2017)!

2
!http://www.bib.fsagx.ac.be!

3
!https://www.mpl.ird.fr/documentation/bureau.html!
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2.2.'Répartition'géographique'
#
La#distribution#des#sept#espèces#africaines#du#genre#Afzelia#sur# le#continent#africain#est# reprise#à# la#

Figure# 1.# A.' bipindensis# est# une# espèce# des# forêts# denses# humides# sempervirentes# et# semiM

sempervirentes# distribuée# de# la# Côte# d’Ivoire# jusqu’en# Angola# et# en# Zambie# (Gérard# &# Louppe,#

2011c).# Limitée# aux# forêts# sempervirentes,# A.' pachyloba# se# rencontrerait# du# Nigéria# jusqu’à# la#

République#Démocratique#du#Congo#(Gérard#&#Louppe,#2011d).#A.'parviflora,#est#également#signalée#

dans# les# forêts#denses#humides#mais#exclusivement# le# long#des#côtes#s’étendant#de# la#Guinée#à# la#

Côte# d’Ivoire# (Burkill,# 1995).# Les# différentes# variétés# d’A.' bella,# seraient# chacune# endémiques# de#

sousMrégions#précises#du#centre#GuinéoMCongolais.#A.'bella,#var.#gracilior#serait#une#variété#typique#de#

forêt# dense# sempervirente,# du# sousMcentre# Guinéen# supérieur# (Aubréville,# 1968).# Les# deux# autres#

variétés,#A.'bella,# var#glabra# et# var.#bella,# seraient# présentes#uniquement#dans# le#bassin#du#Congo#

(Aubréville,#1968).#A.'africana#est#une#espèce#qui#s'étend#des#savanes#boisées#aux#forêts#sèches,#elle#

pénètrerait#aussi#dans#les#forêts#denses#humides#semiMcaducifoliées#(Satabié,#1994).#Elle#est#inféodée#

aux#habitats#plus#secs#et#répandue#depuis#le#Sénégal#jusqu’en#Tanzanie#(Aubréville,#1968#U#Geerling,#

1982).#Enfin#relativement#aux#deux#espèces#du#centre#zambézien,#la#première,#A.'quanzensis,#aurait#

une#aire#de#répartition#qui#s’étendrait#du#sud#de#la#Somalie#au#nord#de#l’Afrique#du#Sud#(Brummitt#et#

al.,#2007).#La#deuxième,#A.'peturei,#serait#géographiquement#limitée#à#la#frontière#de#la#RDC#et#de#la#

Zambie#(Brenan,#1967).##

#

Figure'1.#Répartition#géographique#des#sept#espèces#africaines#du#genre#Afzelia#(carte#adaptée#d’après#la#base#
de#données#du#Conservatoire#des#Jardins#Botaniques#de#Genève#(CJBG),#consulté#le#06/11/2012#et#la#carte#de#
White,#1986)##

2.3.'Systématique'du'genre'Afzelia$

2.3.1.'Historique'de'la'taxonomie'
#
Le#genre#Afzelia#fut#proposé#pour#la#première#fois#en#1792#par#le#botaniste#Gmelin#en#se#référant#au#

spécimen#type#A.'cassioides#collecté#par#Adami#Afzelii.#Quelques#années#plus#tard,#Blake#révisait# le#

genre#en#excluant##l’espèce#A.'cassioides#qui#était#alors#reconnu#appartenir#au#genre#Seymeria#Purch.#
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Ce#n’est#qu’en#1798#que#Smith#a#rétabli#le#genre#Afzelia#en#le#décrivant#sur#la#base#de#l’espèce#type#

A.' africana' collecté# dans# les# savanes# du# Sénégal,# sans# toutefois# clairement# l'assigner# au# rang#

d'espèce.#Il#faut#attendre#l’année#1805#pour#que#le#mycologue#Persoon,#en#réétudiant#le#spécimen#de#

Smith,#décrive#complètement#l’espèce#Afzelia#africana.#Il#mentionnait#Smith#dans#son#protologue#en#le#

citant#comme# l’auteur# initial#de#cette#espèce.#Suite#à#cette#première#publication#valide#d'une#espèce#

d’Afzelia,# plusieurs# autres# seront# décrites# ultérieurement#:# A.' bracteata# par# Vogel# mais# publié# par#

Bentham#(1848),#A.'quanzensis'par''Welwitsch#(1859)#et#A.'microcarpa#par#Chevallier#(1909).#Quatre#

autres#espèces#appartenant#au#même#genre#seront#décrites#par#un#même#auteur,#Harms#(1913)#:#A.'

zenkeri,#A.'bipindensis,#A.'pachyloba#et#A.'bella,#toutes#définies#à#partir#de#spécimens#collectés#dans#

les#forêts#denses#humides#du#bassin#du#Congo.#Enfin,#les#taxons#A.'bequaertii#(De#Wildeman,#1925),#

A.' caudata' (Hoyle,# 1933),# A.' brieyi# (De# Wildeman,# 1933),# A.' peturei# (De# Wildeman,# 1935)# et# A.'

parviflora# Vahl# (Hepper,# 1972)# seront# décrits# à# partir# de# collectes# provenant# des# forêts# denses#

humides# du# centre# GuinéoMCongolais,# à# l’exception# d’A.' peturei# collectée# dans# les# forêts# claires#

zambéziennes.#CelleMci#est#sans#doute#le#moins#documenté#des#Afzelia.#Il#n'existe#quasiment#aucune#

information# sur# cette# espèce# à# distribution# géographique# extrêmement# limitée# (Figure# 1)# et# pour#

laquelle#très#peu#de#spécimens#d'herbiers#sont#disponibles.#Si#Brummitt#et#al.,#(2007)#ne#remettent#pas#

en# cause# la# spécificité# de# ce# taxon,# ils# le# classe# toutefois# dans# le# groupe# des# "Data' deficient",#

précisant#qu'il#n'existe#pas#d'information#sur#ses#fleurs#et#inflorescences,#et#que#des#doutes#subsistent#

sur# la#description#des#gousses#associées#à#ce# taxon.#Léonard#(1950)#aurait#différencié#ce#spécimen#

des# autres#Afzelia' essentiellement# sur# la# base# des# caractères# foliaires# (dimension# des# foliolules# et#

certains# traits#des#pétiolules).#Le#Tableau#1#présente# les#noms#actuellement#validés#et/ou# reclassés#

des#espèces#du#genre#présentes#en#Afrique#tropicale.##

#
Tableau'1.#Liste#des#espèces#du#genre#Afzelia#présentes#sur#le#continent#africain##
#

Dénominations'actuelles'acceptées'
(www.villeMge.ch/cjb#consulté#le#07/11/2012)# Synonymes'

Afzelia'africana#Sm,#ex#Pers#(1805)# ##
Afzelia'bella#Harms#(1913)# Afzelia'microcarpa#A.#Chev#(1909)#

Afzelia'bipindensis#Harms#(1913)# Afzelia' bequaertii# De# Wild# (1925)###################
Afzelia'caudata#Hoyle#(1933)#

Afzelia'pachyloba#Harms#(1913)#
Afzelia' brieyi# De# Wild# (1933)##########################
Afzelia' zenkerii# Harms# (1913)#########################
Afzelia'caudata#Hoyle#(1933)#

Afzelia'parviflora#(Vahl)#Hepper#(1972)# Afzelia'bracteata#Vogel#ex#Benth.(1848)#
Afzelia'peturei#De#Wild#(1935)# ##
Afzelia'quanzensis#Welw.#(1859)# ##

'

2.3.2.'Caractérisation'botanique'
#
La#synthèse#des#principales#caractéristiques#morphologiques#des#espèces#africaines#du#genre#Afzelia#

a#été#dressée#sur#la#base#des#descriptions#morphologiques#de#Smith#(1798),#Harms,#(1913),#Chevalier#

(1940),# Hutchinson#&#Dalziel# (1958),# Aubréville# (1959,# 1968,# 1970),# INEAC# (1952),# de# Saint# Aubin#

(1963),# Léonard# (1950)# et# Satabié# (1994).# Les# Afzelia# sont# tous# de# grands# arbres.# Les# feuilles#

composées#sont#paripennées#ou#subimparipennées#dans#certains#cas,#avec# la#présence#de#stipules#
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intrapétiolaires# à# parties# supérieures# libres,# linéaires,# aigues,# caduques# et# à# parties# inférieures#

soudées,#formant#une#pièce#épaisse#couvrant#le#bourgeon#végétatif.#Pourvues#de#pétiolules#courts#et#

tordus,#les#feuilles#possèdent#généralement#3#à#9#paires#de#folioles#opposées#ou#subopposées,#et#un#

limbe# entier# dépourvu# de# ponctuations# translucides.# Ce# sont# des# arbres# hermaphrodites# et# les#

inflorescences#sont#en#grappe#ou#panicule,#solitaires,# terminales#et#axillaires#de#feuilles#supérieures.#

Des#bractéoles#ovales#ou#concaves,#enveloppent# les# très# jeunes#boutons,# rapidement# caduques#ou#

non.#Avec#un#pédicelle#concave,#surmonté#par#un#réceptacle#long#ou#très#long#incluant#quatre#sépales#

imbriqués,#la#fleur#présente#un#grand#pétale#plus#ou#moins#longuement#onguiculé,#à#limbe#légèrement#

circulaire,#bilobé#ou#subMentier.#Il#existe#parfois#d'autres#pétales,#mais#ils#sont#alors#rudimentaires.#La#

fleur#présente#également#des#étamines#fertiles#(trois#à#huit),#parfois#soudées#dans#leur#tiers#inférieur,#à#

longs# filets.#.# #Les#stipes#ovariens#sont#soudés#à# la#paroi#du# réceptacle#et#de#nombreux#ovules#sont#

présents.#

Les# fruits# sont#des#gousses#droites#ou# réniformes,#généralement#épaisses,#oblongues,# s’ouvrant#en#

deux# valves# ligneuses,# lisses,# bosselées,# sans# nervures# saillantes,# à# face# interne# garnie# d’un# tissu#

spongieux#dans#lequel#sont#logées#les#graines.#Les#graines,#de#forme#ovale#ou#oblongue#et#de#couleur#

noire,#sont#grandes,#lisses#souvent#épaisses,#munies#d’un#arille#charnu#coloré#basilaire.##

La#clef#de#la#Figure#2#permet#de#distinguer#les#espèces.#Elle#est#adaptée#de#la#flore#du#CongoMBelge#

(INEAC,#1952).#

#

Figure'2.#Clef#d’identification#des#sept#espèces#africaines#du#genre#Afzelia#
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2.3.3.'Le'cas'particulier'des'Afzelia'commerciaux'
#
Généralement# quatre# espèces# d'Afzelia# africains# sont# commercialisées# et# exportées# pour# leur# bois#

d'œuvre# sous# le# vocable# de# «#doussié#»# ou# «#Afzelia#»# :#A.' africana,' A.' bella,' A.' bipindensis' et#A.'

pachyloba' (Paradis# et# al.,# 2011# U# Detienne# et# al.# 1998).# # A# cellesMci# s'ajoute# occasionnellement#A.'

quanzensis# (plus# souvent# appelée# «#chanfuta#»# au# Mozambique).# «#Lingue#»,# «#apa#»# ou# encore#

«#papao#»#sont#d'autres#termes#fréquemment#utilisés#en#Afrique#de#l’Ouest#pour#désigner#les#doussiés#

(Paradis#et#al.,#2011).#Dans#les#paragraphes#suivants,#nous#avons#compilé#l'ensemble#de#l'information#

susceptible# de# contribuer# à# la# délimitation# morphologique# des# quatre# espèces# principalement#

exploitées#pour#leur#bois#d’œuvre.#

#

A.'africana#et#A.'bipindensis#sont#de#grands#arbres#munis#à#la#base#de#plusieurs#contreforts#inégaux,#

assez#épais,#à#profil#légèrement#concave.#La#hauteur#moyenne#de#ces#contreforts#varie#de#1#à#1,50#m,#

et# ils#ne#s’étendent#guère#à#plus#de#1#ou#2#m#de#l’arbre#(Aubréville,#1968).#Le#fût#est#assez#droit,#de#

longueur#variable#de#15#à#20#m#avec#un#diamètre#moyen#à#hauteur#de#poitrine#allant#de#100#à#180#cm#

auMdessus#des#contreforts#(de#Saint#Aubin,#1963).#Les#deux#espèces#se#différencient#principalement#

par#les#folioles#(plus#larges#chez#A.'africana)#et#par#l’arille#recouvrant#les#graines#(jauneMorangé#chez#

A.'africana#et# rouge#chez#A.'bipindensis).#A.'bella#et#A.'pachyloba#seraient#un#peu#moins#grands#et#

leur#diamètre#n’excèderait#pas#80#cm.#Néanmoins,#Gérard#&#Louppe#(2011b)#rapportent#qu'en#Afrique#

de# l'Ouest,# A.' bella# pourrait# atteindre# des# dimensions# similaires# à# celles# de# A.' bipindensis.# Selon#

Aubréville# (1968)# et# Gérard# &# Louppe# (2011b),# cela# s'expliquerait# par# les# fortes# variabilités# intraM

spécifiques#liées#à#l’existence#des#trois#variétés#susmentionnées#chez#A.'bella#et#dont#les#gammes#de#

valeurs#des#traits#quantitatifs#les#distinguant#ne#sont#pas#précisées.##

#

Le#Tableau#2#synthétise#les#caractères#pouvant#servir#à#déterminer#les#quatre#principales#espèces#de#

«#doussié#».#L’analyse#de#ce#tableau#démontre#clairement#qu’il#est#difficile#de#différencier#sur#le#terrain,#

sur#base#de#caractéristiques#végétatives#la#plupart#des#espèces#de#«#doussié#»#:#les#valeurs#des#traits#

quantitatifs#se#recouvrent#généralement#(folioles,#fruits).##

#

#

#

#

#

#

#

#

#

#

#

#
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Tableau' 2.# Caractères# de# différenciation# botanique# des# espèces# de# «#doussié#»# sur# la# base# de# la# littérature#
existante.##
#
Caractères'' A.$africana$ A.$bella$ A.$bipindensis$ A.$pachyloba$ Références'
Fût' ## ## ## ## ##
Ecorce#
(aspect)#

GrisMroussâtre,#
épaisse#

BrunMclair,# lisse#
ou# peu#
écailleuse##

BrunMjaunâtre#
ou# gris#
rougeâtre#

Brune# finement#
craquelée#

Harms# (1913)#
U# Aubréville#
(1959# &# 1968)#
M# de# Saint#
Aubin,#(1963)#U#
INEAC# (1952)#
U# Gérard# et# al.#
(1998)# U#
Sallenave#
(1964# &#
1971)#U# Vivien#
&# Faure#
(2011)#U# Wilks#
&# Issembé#
(2000)##

Rhytidome# Tranche# rose,#
s'exfolie# en#
plaque#arrondies###

Tranche#
jaunâtre#
granuleuse,#
superficiellement#
fendillé#

Beige,# écailleux#
s'exfoliant# en#
plaque#
irrégulières##

S'exfoliant# en#
laissant# des#
dépressions#
sinueuses##

Bois# Aubier#blanc#clair#
U# bois# de# cœur#
orangeMbrun# à#
brun#doré#

Bois# de# cœur#
orangeMbrun# à#
brun#doré#

Aubier# brun#
jaunâtreU#le#bois#
de# coeur# est#
rouge# et# plus#
foncé#

Aubier# blanc#
jaunâtreU#le#bois#
est#brunMrouge#

Feuilles' ## ## ## ## ##
Folioles# 3M5#paires# 3M6#paires# 5M6#paires# 7`10'paires' Harms# (1913)#

U# Chevalier#
(1940)# U#
Aubréville#
(1959# &# 1968)#
U# Kadiri# &#
Olowokudejo#
(2008)# U#
INEAC#
(1952)#U# Vivien#
&# Faure#
(2011)#U# Wilks#
&# Issembé#
(2000)#

Dimensions#
(limbe)#

6M15#x#3,5M8,5#cm## #6M16#x#2,5M7#cm# 7M13#x#4,5#cm# #2`6'x'1`2'cm'

Aspect# et#
forme#du#limbe#

Glabre# largement#
elliptique# ±#
acuminé#

Glabre,# oblong#
ou# oblongM
elliptique# pointu#
ou#acuminé##

Glabre,# coriace,#
oblong#
elliptique# ou#
ovale#obtus##

Pubescent#
dessous,#
oblong# ou#
oblong#lancéolé#

Nervures#
secondaires#

7#à#9#paires## 7#à#13#paires# Jusqu'à# 15#
paires##

10#à#13#paires#

Longueur# du#
pétiolule#(mm)#

4M10#mm# 3M6#mm# 3M7#mm# ±'2'mm'

Fleur'' ## ## ## ## ##
Pédicelle#(mm)# 1,1`1,3'cm' 4M12#mm# 5M12#mm# 6M9#mm# Harms# (1913)#

U# Aubréville#
(1959# &# 1968)#
U# INEAC#
(1952)#

Réceptacle# Tubiné,# 5`6' mm#
de#long#

Cylindrique,# 1M
2,7#cm#de#long#

Cylindrique,# 1M
2,5#cm#de#long#

Cylindrique,#
1,5M2# cm# de#
long#

Staminodes#(2)# 5M6#mm#de#long# 6M15#mm#de#long# 3M21# mm# de#
long#

±# 10# mm# de#
long#

Pétale# (aspect#
et#dimensions)#

Blanc# avec# une#
tâche# purpurine#
au# centre# U# 0,8M
1,2#x#1,3M1,5#cm#

Blanc# avec# une#
grosse# tâche#
rouge# U# 2,5M4# x#
4M6,5#cm#

Rouge' avec'
une' bordure'
blanche# U# 2M2,5#
x#3M4,5#cm#

Blanc# taché# de#
rouge# U# 2M2,5# x#
3M4#cm#

Fruit' ## ## ## ## ##
Gousses#
(forme# et#
dimensions)#

Droite'ou#à#peine#
courbéeU# valves'
lisses# U#5M8#x#12M
17#cm#

Epaisse,#
réniforme,#
valves#
bosselées# U# # 4M5#
x#10M12#cm#

Incurvée,#
valves#
bosselées# U# 5M9#
x#10M15#cm#

Incurvée,#
valves#
bosselées# U# # 9M
13#x#13M20#cm#

Harms# (1913)#
U# Aubréville#
(1959# &# 1968)#
U# INEAC#
(1952)#

Arille# de# la#
graine#

Orangé,# lobulé,#
enveloppe# de# la#
graine# sur#1/3# de#
sa#longueur#

Rouge# orangé,#
bilobé,#
enveloppe# la#
graine#sur#2/3#de#
sa#longueur#

Orangé# avec#
deux# lobes#
inégaux,#
enveloppe# la#
graine# sur# 4/5#
de#sa#longueur#

Jaune,# lobé# sur#
les# bords,#
enveloppe# la#
graine# sur# 1/4#
de#sa#longueur#

Les#caractères#les#plus#discriminants#sont#en#gras.#
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La#Figure#3'présente#les#folioles,#gousses#et#graines.#

Pour#compléter#les#descriptions#botaniques#et#valider#la#taxonomie#du#genre,#l’utilisation#de#marqueurs#

moléculaires#pourrait#être#particulièrement#indiquée#(Duminil#et#al.,#2006#U#Koffi#et#al.,#2010#U#Daïnou#et#

al.,#2010).#

##

#

Figure' 3.#:#Morphologie#des# folioles#des#gousses#et#des#graines#du#«#doussié#»# # (Adapté#de#Aubréville,#1959#U#
Gérard# &# Louppe# # 2011a,# b,# c,# d).# a)# Afzelia' africana# 3' b)# Afzelia' bella# U# c)# Afzelia' bipindensis# U# d)# Afzelia'
pachyloba##
#

2.4.'Point'sur'la'phylogénie'du'genre'Afzelia$
#
Un#certain#nombre#d’études#phylogénétiques#ont#été#menées#au#niveau#des#sousMfamilles,#des#tribus#

et#des#genres#des#Fabaceae#(Breteler,#1995#U#Breteler#&#Wieringa,#1999#U#Doyle#et#al.,#2000#U#Bruneau#

et#al.,#2001#U#Sulaiman#et#al.,#2003).#Par#exemple,#les#travaux#de#Bruneau#et#al.'(2001)#ont#permis#une#

meilleure# définition# des# relations# phylogénétiques# entre# les# genres# de# la# plus# grande# tribu# des#

Fabaceae,#celle#des#Detarieae#à#laquelle#appartient#le#genre#Afzelia.#On#retiendra#notamment#que#le#

genre#Intsia#paraît#être#le#plus#proche#voisin#du#genre#Afzelia.#

Sur#le#continent#asiatique,#des#études#ont#été#conduites#sur#la#diversité#génétique#et#les#flux#de#gènes#

au#sein#et#entre#espèces#du#genre#Afzelia.#Le#développement#de#marqueurs#microsatellites#nucléaires#

sur#A.' xylocarpa# (Pakkad# et# al.,# 2009)# et# l’existence# des# marqueurs# chloroplastiques# polymorphes#

(Thanh# et# al.,# 2012)# ont# contribué# à# l’étude# de# la# diversité# génétique# de# cette# espèce.# Par# contre,#

aucune#étude#n’a#été#menée#sur#les#niveaux#de#différenciation#moléculaire#au#sein#du#genre.#
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2.5.'Origine'et'source'de'diversification'probable'du'genre'Afzelia$
#
Plusieurs#études#polliniques#et#paléobotaniques# (Lezine,#2007)#ont#montré# le# rôle#des#changements#

climatiques#passés#dans#la#composition#floristique,#la#structure#et#la#répartition#géographique#actuelle#

des# forêts# tropicales# (Vincens# et# al.,# 1999#U# Lezine,# 2007).# Ces# perturbations# climatiques# ont# sans#

doute#eu#des#impacts#bien#caractérisés#sur#les#forêts#denses#humides#tropicales#(Daïnou#et#al.,#2010).#

En# observant# la# distribution# actuelle# des# espèces# d’Afzelia# qui# se# trouvent# dans# des# écosystèmes#

relativement#distincts# (Figure#1),#on#se# rend#compte#que# leurs#aires#se#chevauchent#en#général.#La#

forte# similitude#morphologique# de# ces# espèces# pourrait# être# liée# à# une# origine# relativement# récente#

(Dainou#et#al.,#2011#U#Biwolé#et#al.,#2012).#Toutefois,# il#est#peu#probable#que#ce#soit#effectivement# le#

cas,#Pan#et#al.#(2010)#estimant#que#le#genre#serait#apparu#lors#de#l'Oligocène,#vers#27.23#Ma.##

Un#concept#largement#débattu#dans#l’évolution#des#espèces#est#celui#de#«#zones#de#refuges#»,#c’estMàM

dire# de# régions# où# une# espèce# a# pu# se# maintenir# durant# les# périodes# climatiques# qui# lui# étaient#

défavorables.#Pour#les#espèces#des#forêts#d’Afrique#équatoriale,#de#tels#refuges#durant#les#maximums#

glaciaires#du#Pléistocene#ont#été#initialement#proposés#par#Maley#(1996).#Ces#refuges#ont#dû#avoir#un#

impact# majeur# sur# l’organisation# de# la# diversité# génétique# des# espèces,# voire# sur# leur# spéciation#

allopatrique,#pour#autant#que#les#tailles#de#population#aient#été#fort#réduites#et#que#la#période#inhérente#

à# l'apparition# des# zones# refuges# ait# été# suffisamment# longue.# Cependant,# d’autres# processus# de#

différenciation#et#spéciation,#notamment#en#réponse#à#des#pressions#de#sélection#différentielles#le#long#

de#gradients#écologiques,#mériteraient#d’être#testés#(Reiseberg#&#Willis,#2007).#

2.6.'Ecologie'de'reproduction'des'Afzelia$:'cas'particulier'des'«'doussié'»'
#
Avant# d’aborder# le# cas# spécifique# des# «#doussié#»,# il# est# important# de# souligner# que# c'est# l’espèce#

zambézienne#A.' quanzensis# qui# a# été# la#mieux# étudiée,# probablement# en# raison# de# sa# distribution#

dans#des#pays#où#la#dynamique#de#recherche#scientifique#est##plus# importante#(du#Kenya#à#l'Afrique#

du#sud).#Une#abondante#littérature#décrit#les#traits#reproductifs#de#l’espèce#(par#exemple#Chidumayo,#

1992#U#Gerhardt#&#Todd,#2009).#Parmi# les#quatre#espèces#de#«#doussié#»,#c'est#A.'africana#qui#a#fait#

l'objet# de# la# plupart# des# recherches,# vraisemblablement# suite# à# une# aire# de# répartition# très# large#

(Figure#1).##

2.6.1.'Exigences'abiotiques'globales''
#
Les# quatre# espèces# de# «#doussié#»# semblent# avoir# des# tolérances# écologiques# assez# distinctes,#

malgré# le# fait# que# certaines# soient# distribuées# en# sympatrie.#A.' africana#serait# caractéristique# de# la#

zone# de# transition# entre# les# régions# soudaniennes# et# GuinéoMCongolaises# (Ahouangonou# &# Bris,#

1995#U# Gérard# &# Louppe,# 2011a).#C’est# une# espèce# qui# présente# une# grande# adaptation# aux#

conditions#climatiques,#mais#elle#préfère# les#zones#où# la#pluviométrie#est#supérieure#à#900#mm.#Elle#

serait#présente#jusqu’à#1400#m#d’altitude#en#Afrique#Centrale.#Dans#les#régions#plus#sèches,#elle#a#la#

réputation# d’être# assez# résistante# aux# feux# (Onana,# 1998#U#Gérard#&# Louppe,# 2011a).#On# la# trouve#

dans# les#savanes#boisées#soudaniennes,#aussi#bien#en#terrain#sec#que#dans# les#galeries# forestières#

(Aubréville,#1959).#Elle#se#retrouverait#aussi#dans#certaines#forêts#denses#mais#en#très#faible#densité,#

probablement#au#sein#de#peuplements#résultant#de#colonisations#de#savane.#
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A.' bipindensis# se# rencontrerait# en# forêts# denses# humides# sempervirentes# et# semiMsempervirentes#

jusqu’à#900#m#d’altitude.#A.'pachyloba##serait#par#contre#inféodée#aux#seules#forêts#sempervirentes#et#

ne#dépasserait#pas#200#m#d’altitude.#Toutes#deux#se#développeraient#dans#des#forêts#plus#ou#moins#

secondarisées,#essentiellement#sur#des#sols#bien#drainés#(Gérard#&#Louppe,#2011c#et#d# U#Letouzey,#

1968# U# Léonard,# 1950).# A.' bella## quant# à# elle# serait# habituellement# inféodée# aux# forêts# humides#

sempervirentes#et#semiMdécidues#sur#des#sols#argileux,#mais#aussi#en#bordure#de#rivière,#à#la#limite#de#

la#mangrove# et# dans# les# endroits# légèrement#marécageux# (Satabié,# 1994#U# Hawthorne# &# Jongkind,#

2006).#

2.6.2.'Phénologie,'croissance'et'régénération'naturelle'
#
Les#espèces#de#«#doussié#»#en#général#seraient#fertiles#dès#20#cm#de#diamètre#à#hauteur#de#poitrine#

(Doucet,#comm.#pers.).#Compte#tenu#des#caractéristiques#des#fleurs#(typique#des#caesalpinioideae)#et#

des#graines#(présence#d’un#arille),# le#genre#est#probablement#entomophile#et#zoochore#(GautierMHion#

et#al.,#1985#U#Bationo#et#al.,#2001).#

Les#arbres#d’A.'africana#fleurissent#normalement#en#petite#saison#pluvieuse,#de#mars#à#avril#au#Bénin,#

(Ahouangonou# &# Bris,# 1995)# et# les# chauvesMsouris# consomment# parfois# les# fleurs.# La# période# de#

fructification#dure#six#à#huit#mois#(Figure#4)#et# les# fruits#peuvent#subsister#sur# l’arbre#pendant# les#six#

mois#suivants#(Bationo#et#al.,#2001#U#OuédraogoMKoné#et#al.,#2008).#La#germination#est#épigée#(Onana#

&# Devineau,# 2002).# La# régénération# naturelle# de# l’espèce# semble# plus# abondante# en# zone#

soudanienne# (Ouédraogo# et# al.,# 2006)# qu’en# zone# Guinéenne# (Bonou# et# al.,# 2009).# Ce# sont# les#

oiseaux,#principalement#les#calaos#et#les#rongeurs#(Proechimys'spp.)#qui#dissémineraient#les#graines#

d’A.'africana#(Bationo#et#al.,#2001#U#Gérard#&#Louppe,#2011a).###

#

#

Figure'4.#Phénologie#d’A.'africana#au#Sud#du#BurkinaMfaso#(Adaptée#d’après#OuédraogoMKoné#et#al.,#2008)#
#
#
L'écologie#de# reproduction#des#Afzelia#de# forêts#denses#humides#demeure# très#peu#étudiée.#Seules#

des# informations# très#ponctuelles#concernant# les#phénophases#de#ces#espèces#sont#disponibles.#Au#

Ghana,#A.' bella' fleurirait# en# début# de# saison# sèche# (novembre),# avant# la# défeuillaison,# et# les# fruits#

mûriraient#vers#la#fin#de#la#saison#sèche#(Hawthorne#&#Jongkind,#2006).#Au#Gabon,# la#floraison#et# la#

fructification#d’A.' pachyloba# auraient# lieu#en# saison# sèche#U# les# fleurs# s’épanouiraient# en#décembreM

janvier#et#les#gousses#mûriraient#en#janvierMfévrier.#C’est#pendant#cette#période#que#les#arbres#perdent#
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en# partie# leurs# feuilles# (Chevalier,# 1940).# A.' bipindensis# serait# plutôt# relativement# tolérante# à#

l’ombrage,#l’espèce#ne#présentant#pas#de#déficit#de#régénération#en#forêt#naturelle.##

2.7.'Valeur'sociale'et'économique'des'Afzelia$:'cas'spécifique'des'«'doussié'»'

2.7.1.'Importance'sociale'
#
Outre# la# bonne# qualité# de# son# bois,# le# «#doussié#»# présente# également# d’intéressantes# propriétés#

médicinales#et#agroforestières,#tout#en#jouant#un#rôle#culturel#et#mystique#non#négligeable.#Le#Tableau#

3#montre#une#synthèse#des#différents#usages#des#espèces#de#«#doussié#».###

#
Tableau'3.#Importance#sociale#locale#du#«#doussié#»#en#Afrique#tropicale##
#

Parties'
utilisées'de'
l'arbre''

Usages'

A.'africana' A.'bella' A.'pachyloba##
(doussié#blanc)#

A.'bipindensis'
(doussié#rouge)#

Arbre# Utilisés#dans#les#systèmes#
agroforestiers,#arbre#fétiche# M# M# M#

Bois#

Fabrication#de#pirogues,#
ustensiles#de#cuisines,#

mortiers,#tambours,#bois#de#
feu,#charbon#de#bois,#

brosse#à#dent#

Objets#d'art#et#de#
musique,#outils#

agricoles,#manches#
d'outils,#production#de#
charbon#de#bois#

Objets#d'art#et#de#
musique,#outils#

agricoles,#manches#
d'outils,#bois#de#feu#

Objets#d'art#et#de#
musique,#outils#agricoles,#
manches#d'outils,#bois#de#

feu,#production#de#
charbon#de#bois#

Sève#
(gomme)# Galactogène# M# M# M#

Ecorce#

Constipation,#fièvre,#
vomissements,#œdèmes,#
tachycardie,#hypertension,#
bronchite,#affections#

pulmonaires,#antalgique,#
diurétique,#galactagogue#et#

aphrodisiaque#

Maladies#de#peau,#
parasites#intestinaux,#
diarrhée,#trouble#de#
menstruation,#

hémorroïdes#et#de#
rhumatismes,#et#
comme#tonique#

M# Maux#d'estomac#

Feuilles# Légumes,#fourrages### M# M# M#
Fleurs# Condiments## M# M# M#

Fruits# Castagnettes,#
aphrodisiaque,#lèpre# M# M# M#

Graines#
Production#d'huile,#collier,#
parure#ornementale#et#

religieuse##
M#

Production#d'huile#qui#
sert#à#la#cuisine#et#la#
production#du#savon#

M#

Tourteaux#
de#graines# M# M# Nourriture#du#bétail# M#

Arille#
(graine)# Comestible#car#sucré# Comestible#car#sucré#

Comestible#et#serait#
sucré,#appliqué#sur#la#

peau#gercée#
Lèvres#gercées#

Racine#

Douleurs#d’estomac,#
convulsions,#trypanosomes,#
hernie,#et#sert#d’antidote,#

poison#de#flèche#

M#
Application#externe#
pour#les#douleurs#

rénales#
M#

Références'

Katende#et#al.#(1995)#U#
Houehanou#et#al.#(2011)#U#
Igwenyi#et#al.#(2011)#U#
Onweluzo#et#al.#(1995)#U#
Gérard#&#Louppe#(2011a)#

OtengMAmoako#
(2006)#U#Neuwinger#
(2000)#U#Assi#et#al.#
(1985)#U#Gérard#&#
Louppe#(2011b)#

Neuwinger#(2000)#U#
Gérard#&#Louppe#

(2011d)#

Gérard#&#Louppe#
(2011c)##

M#:#Pas#d’informations#
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2.7.2.'Importance'industrielle'et'commerce'international'du'bois'
#
Le#«#doussié#»#est#un#bois#très#stable,#caractérisé#par#de#faibles#retraits#linéaires#de#séchage#(retrait#

radial# et# retrait# tangentiel),# un# faible# point# de# saturation# des# fibres,# et# une# faible# sensibilité# aux#

variations#de# l’état#hygrométrique#(Normand,#1950#U#Normand#&#Paquis,#1976,#Paradis#et#al.,#2011).#

Cette# très#bonne#stabilité#couplée#à#de#bonnes#propriétés#mécaniques# font#apprécier#cette#essence##

pour#de#nombreux#emplois,#entre#autres#pour# la#construction#de#charpentes,#ponts,#portes#d’entrée,#

fermetures#extérieures,#fenêtres,#portesMfenêtres,#portes#intérieures,#escaliers,#parquets,#portes#coupe#

feu# et# aménagements# intérieurs.# Sa# très# bonne# durabilité# naturelle# visMàMvis# des# champignons# de#

pourriture,#des# insectes#de#bois#sec#et#des# termites#place# le#Doussié#parmi# les#meilleures#essences#

pour#des#emplois#extérieurs#exposés,#au#même#titre#que#l’Ipé#(Handroanthus'spp.),#le#Merbau#(Intsia'

bijuga),#ou#le#Teck#(Tectona'grandis).#Il#est#également#très#apprécié#et#a#souvent#été#utilisé#de#façon#

préférentielle#pour# la#construction#de#pistes#de#vélodrome#(CTFT,#1963#&#1980).#Une#étude#réalisée#

sur#les#caractéristiques#physiques#et#mécaniques#du#bois#des#«#doussiés#»#(CTFT,#1980)#a#révélé#que#

les#principales#espèces#d’Afzelia#ont#des#bois#aux#propriétés#voisines#qui# les#rendent#adaptés#à#une#

très# large# gamme# d’emplois.# A# une# humidité# de# 12%,# la# masse# volumique# moyenne# des# bois# est#

proche#de#800#kg/m³,#ce#qui#les#classe#à#la#limite#des#bois#miMlourds#et#lourds.#Quelques#différences#

ont# toutefois#été#notées#entre# les#espèces# (Tableau#4#U#CTFT,#1980).#En#général,# le#bois#est#dur#et#

légèrement# abrasif,# nécessitant# un# matériel# particulièrement# puissant# pour# son# sciage.# Pour# les#

travaux#de#rabotage,#moulurage,#tenonnage,#mortaisage,#perçage#et#ponçage,#le#bois#se#travaille#très#

bien#en#raison#d’une#teneur#en#silice#négligeable.##

#
Tableau'4.#Caractères#distinctifs#du#bois#des#différentes#espèces#de#«#doussié#»#(CTFT,#1980).#
#

Caractères# A.'bipindensis' A.'africana' A.'pachyloba' A.'bella'

Masse#volumique#
à#12%#d'humidité#
du#bois#(kg/m³)#

840# 790# 750# 700#

Retrait#volumique#
total#(%)# 7,7# 8,2# 9,2# 7#

Résistance#du#
bois#à#la#rupture#
en#flexion#
dynamique#

Moyenne# Peu#résistante#

Taux#d'extrait#aux#
solvants#du#bois# 12#à#23%# 7,5#à#12%#

#

Actuellement# dans# le# commerce# international# du# bois,# seules# les# espèces# A.' bipindensis# et# A.'

pachyloba#sont#officiellement#mentionnées.#Le#«#doussié#»#est#exporté#essentiellement#sous#forme#de#

sciages# et# de# parquet# dont# la# production# au# Cameroun# est# montrée# par# la# Figure# 5.# Il# ressort# de#

l’analyse# de# la# Figure# 5# que# la# production# de# sciage# a# fortement# diminué# ces# dernières# années,#

passant#de#47.745#m3/an#en#2005#à#11.309#m3/an#en#2011.#Cette#diminution#pourrait#s’expliquer#par#
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une#raréfaction#de#la#ressource.#Des#études#plus#poussées#sont#toutefois#nécessaires#afin#de#mieux#

comprendre#cette#tendance#évolutive.#

#

Figure' 5.#Evolution#de# la#production#de#sciages#et# de#parquets#du#«#doussié#»#au#Cameroun#de#2005#à#2011#
(Source#:#ATIBT,#2006#U#ATIBT,#2007#U#ATIBT,#2008#U#ATIBT,#2009#U#ATIBT,#2010#U#ATIBT,#2012)#–##
#
#
De#2005#à#2011,#les#sciages#et#parquets#de#«#doussié#»#ont#surtout#été#exportés#par#le#Cameroun#qui#

est#le#premier#pays#africain#exportateur#de#bois.#Les#principaux#importateurs#sont#:#l’Italie#(en#moyenne#

7.416#m3/#an),#la#Belgique#(6.410#m3/#an),#le#Portugal#(3.413#m3/an)#et#la#France#(3.351#m3/an).#

2.8.'Conservation'et'gestion'des'populations'du'«'doussié'»'

2.8.1.'Pressions'anthropiques'sur'les'populations'du'«'doussié'»''
#
A.'africana#subit#une#forte#pression#pour#la#production#de#fourrage#dans#de#nombreux#pays#(Sinsin#et#

al.,#2004#U#Ouédraogo#et#al.,#2006).#Elle#est#jugée#comme#une#ressource#menacée#au#Mali,#au#Burkina#

Faso,#au#Nigeria,#au#Cameroun#(Gérard#&#Louppe,#2011a),#et#particulièrement#au#Bénin#où#elle#se#fait#

de#plus#en#plus#rare#(Sinsin#et#al.,#2004#U#Bonou#et#al.,#2009).#A'bipindensis,#A.'pachyloba#et#A.'bella#

sont#exploités#industriellement#dans#le#Bassin#du#Congo#(ATIBT,#2010),#mais#aucune#donnée#n'existe#

sur#l'impact#de#cette#exploitation#sur#l'état#des#ressources#génétiques.###

2.8.2.'Mesures'légales'en'matière'd’aménagement'et'de'gestion'des'ressources'forestières'
#
L’exploitation# forestière# en# Afrique#Centrale# étant# soumise# à# une# législation# stricte,# les# espèces# ne#

peuvent# être# exploitées# qu’auMdelà# d’un# certain# diamètre# et# des# mesures# doivent# être# prises# pour#

assurer# le#renouvellement#de#la#ressource#(Fargeot#et#al.,#2004).#En#effet,# les#plans#d’aménagement#

des# forêts# tropicales#humides#nécessitent# de#déterminer#un#diamètre#minimum#d'exploitation# (DME)#

assurant# un# taux# de# renouvellement#minimal# au# terme# d'une# période# de# rotation# (durée# entre# deux#

coupes# sur# une#même# parcelle)# déterminée,# le# taux# de# reconstitution#minimal# (40M50%# suivant# les#

pays)#ainsi#que#la#durée#de#rotation#étant# imposés#par# la# législation#forestière#(Durrieu#de#Madron#&#

Forni,#1997).##
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Au#Cameroun,# d’après# la# législation# forestière# de#1994,# le#DME#d’A.' bipindensis,# d’A.' pachyloba# et#

d’A.'africana'est#de#80#cm#tandis#qu’il#est#de#50#cm#pour#A.'bella.#L’adéquation#de#telles#mesures#avec#

le# maintien# des# niveaux# actuels# de# diversité# ne# peut# être# évaluée# qu’en# connaissant# l’écologie#

reproductive#des#espèces#de#«#doussié#».#En#particulier,#le#DME#devrait#être#confronté#au#diamètre#de#

fructification# de# l’espèce# afin# de#mesurer# l’impact# de# l’exploitation# sur# la# population# reproductive,# et#

donc# sur# la# régénération# de# l’espèce.# Or,# de# telles# données# demeurent# quasi# inexistantes# pour# le#

"doussié".#Les#densités#de#populations#de#«#doussié#»#sont#relativement#faibles#en#zone#de#forêt#semiM

sempervirente#camerounaise#(0,3#tige#/#ha#selon#Fétéké#et#al.,#2008#pour#des#tiges#de#diamètre#≥#20#

cm).#Cette#caractéristique#pourrait#laisser#présager#de#distances#de#flux#de#gènes#importantes.#Si#ces#

taxons# subissent# actuellement# une# importante# exploitation# forestière,# l'impact# de# celleMci# sur# la#

diversité# génétique# et# la# survie# à# long# terme# des# populations# pourrait# s’avérer# importante.# La#

connaissance#de#l'étendue#réelle#des#flux#de#gènes#pour#un#tel#scénario#est#donc#primordiale.#

2.9.'Conclusion'et'perspectives'
#
De#cette#synthèse#bibliographique,#il#ressort#globalement#que#le#genre#Afzelia'reste#peu#étudié,#surtout#

en#Afrique#Centrale.#Si#la#description#morphologique#des#espèces#associées#à#l’utilisation#des#clés#de#

détermination# systématique# permettent# une# ordination# et# une# identification# de# ces# espèces,# des#

études# génétiques# (sur# base# de# marqueurs# moléculaires)# restent# cependant# indispensables# pour#

vérifier# si# ces# espèces# répondent# au# concept# biologique# de# l’espèce# (entité# reproductive# isolée),#

caractériser#les#éventuels#hybrides#et#inférer#l’impact#de#l’exploitation#sur#les#niveaux#de#diversité#des#

populations.#

Alors# que# des# efforts# de# recherche# ont# été# menés# en# zones# soudanienne# et# zambézienne#

respectivement# sur# A.' africana' et# A.' quanzensis,# les# espèces# de# la# zone# GuinéoMCongolaise#

demeurent# peu# étudiées# bien# qu’elles# soient# intensivement# exploitées# comme# bois# d’œuvre# (A.'

bipindensis,' A.' pachyloba' et' A.' bella).# Notre# analyse# fait# ressortir# la# nécessité# d’approfondir# les#

connaissances#relatives#à#:#

-# la# différenciation# du# genre#Afzelia# tant# au# niveau# interspécifique# (phylogénie)# qu’au# niveau#

intraspécifique#(phylogéographie),#via#des#outils#morphologiques#et#génétiques#U#

-# l’autécologie# et# les# traits# d’histoire# de# vie# des# espèces# de# forêts# denses# humides# d’Afrique#

Centrale#U#

-# l’influence# de# l’exploitation# forestière# et# des# traits# de# vie# sur# la# diversité# génétique# des#

populations#de#ces#espèces.##

'
'
'
'
'
'
'
'
#
#
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#

CHAPITRE'3##
MICROSATELLITE#DEVELOPMENT#AND#FLOW#CYTOMETRY#IN#THE#

AFRICAN#TREE#GENUS#AFZELIA#(LEGUMINOSAEM
CAESALPINIOIDEA)#REVEAL#A#POLYPLOID#COMPLEX#

#

Le# chapitre# précédent# a#mis# en# évidence# des# espèces#morphologiquement# très# proches,# de#même#

que# l’inexistance# de# marqueurs# génétiques# disponibles# pour# étudier# l’histoire# évolutive# du# genre#

Afzelia.#Le#présent#chapitre#tente#d’y#rémédier#en#s’attellant#à#la#caractérisation#et#à#la#définition#de#11#

marqueurs#microsatellites#polymorphes#tout#en#estimant#les#niveaux#de#ploïdie#des#espèces#d’Afzelia.#

Ce#chapitre#a#été#publié#sous#la#référence#:#

Donkpegan#A.S.L.,#Doucet#JML.,#Daïnou#K.#&#Hardy#O.J.#(2015).#Microsatellite#development#and#flow#
cytometry# in# the#African# tree#genus#Afzelia# (Fabaceae,#Caesalpinioidea)# reveal#a#polyploid#complex.#
Applications'in'Plant'Sciences,#3'(1),#1400097.##
#
#

#

#

#

#

«#Il'y'a'toujours'quelques'individus'que'le'hasard'isole,'ou'que'la'génétique'favorise'»#

Ronald'Wright'

#

#
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3.'Microsatellite'development'and'flow'cytometry'in'the'African'tree'genus'Afzelia' (Fabaceae,'
Caesalpinioideae)'reveal'a'polyploid'complex'

'

'

Abstract'

Premise'of'the'study:'Microsatellites#were#developed#in#the#vulnerable#African#rainforest#tree,#Afzelia'

bipindensis,'to#investigate#gene#flow#patterns.##

#

Methods' and' Results:'Using# 454GSMFLX# technique,# 16# primer# sets# were# identified# and# optimized,#

leading#to#11#polymorphic#and#readable#markers'displaying#each#6#to#25#alleles#in#a#population.#Up#to#

four# alleles# per# individual# were# found# in# each# of# the# loci,# without# evidence# of# fixed# heterozygosity,#

suggesting# an# autotetraploid# genome.# CrossMamplification# succeeded# for# all# loci# in# the# African#

rainforest#species#A.'pachyloba#and#A.'bella,#that#appeared#tetraploid,#and#for#most#loci#in#the#African#

woodland# species#A.' africana'and' A.' quanzensis,# that# appeared# diploid,#while# it# failed# in# the#Asian#

species#A.'xylocarpa.#Flow#cytometry#confirmed#the#suspected#differences#in#ploidy.##

#

Conclusions:'African#Afzelia#species#are#diploid#or#tetraploid,#a#situation#rarely#documented#in#tropical#

trees.#Our#microsatellites#will#help#studying#their#mating#system#and#gene#flow#patterns.##

'

Key' words:'AfzeliaU# LeguminosaeMCaesalpinioidaeU#microsatellitesU#NGSU# polyploidyU# tropical# timber#
tree.'
' '
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3.1.'Introduction'

The#African#tree#Afzelia'bipindensis#Harms#(FabaceaeMCaesalpinioidae)#is#an#hermaphrodite#GuineoM

Congolese#species#of#moist# forests#distributed#from#Ivory#Coast# to#Angola#and#Zambia,#up#to#900#m#

elevation#(Gérard#et'al.#2011U#Donkpegan#et'al.#2014).#Commonly#called#"red#doussié",#it#is#registered#

as#vulnerable#on#the#IUCN#Red#List#(International#Union#for#the#Conservation#of#Nature),#because#it#is#

substantially#exploited# for# the# international#wood#market.#Other#African#Afzelia# include# the# rainforest#

species#A.'bella'Harms,#A.'pachyloba'Harms#and#A.'parviflora'(Vahl)#Hepper,#and#the#dry#forest#and#

woodland# species# A.' africana# Sm,# ex# Pers# and# A.# quanzensis' Welw.# All# these# species# are# of#

economic# importance# and# undergo# significant# exploitation.# Most# of# these# species# can# occur# in#

sympatry#or#in#parapatry#and#some#of#them#are#botanically#similar.#Therefore,#thorough#investigations#

of# gene# flow# patterns# within# and# among# Afzelia# populations# are# necessary# for# conservation# and#

sustainable#management#purposes.#To#this#end,#we#developed#polymorphic#microsatellite#markers#on#

A.' bipindensis# and# tested# them# on# other# African# and# Asian# congeneric# species.# As# the# number# of#

alleles# found#per# individual# suggested# that# some#species#are#polyploid,# flow#cytometry#was#used# to#

compare#the#ploidy#levels#of#species#for#which#fresh#leaves#were#available.#

3.2.'Methods'and'results''

3.2.1.'Microsatellite'development'

A#DNA#bank#enriched# in#microsatellites#markers#was#developed# from#an#equimolar#mix# of# genomic#

DNA#extracts#from#four#species,#including#A.'bipindensis,#using#the#454GSMFLX#platform#according#to#

the#protocols#of#Malausa#et'al.#(2011)#and#Micheneau#et'al.#(2011).#The#software#QDD#(Meglécz#et'al.#

2010)#detected#635#loci#containing#a#microsatellite#formed#by#at#least#five#repeats,#and#surrounded#by#

flanking#regions#adequate#to#define#PCR#primers.#From#these,#we#selected#71#loci#containing#perfect#

(i.e.#not#compound)#microsatellites#with#at#least#nine#dinucleotide#(or#trinucleotide#for#two#loci)#repeats#

and#with#primers#situated#at#least#20bp#from#the#microsatellite#region.#We#also#considered#the#primers#

of#eight#microsatellite# loci#defined#on#A.#xylocarpa,#an#Asian#species#(Pakkad#et'al.#2008).#Following#

Micheneau#et'al.#(2011),#for#ordering#primers#(71+8=79#pairs),#we#added#to#the#5’#end#of#the#forward#

primer#of#each#locus#one#of#four#possible#linkers#(Q1#to#Q4)#allowing#to#label#the#PCR#products#with#a#

fluorochrome# (“M13”# protocol).# These# pairs# of# primers# were# tested# individually# on# A.' bipindensis#

samples#using# the# following#PCR#conditions:#a# reaction#volume#of#15#µL#containing#1.5#µL#of#Buffer#

(10X),#0.6#µL#of#MgCl2#25#mM,#0.45#µL#of#dNTPs#(10#mM#each),#0.3#µL#of#each#primer#(0.2#mM),#0.08#

µL#of#DNA#polymerase#TOPTAQ#5#U/µL#(QIAGEN,#Venlo#M#Netherlands),#1.5#µL#of#Coral#Load,#H2O#

and#1.5#µL#of#DNA#extract.#The#amplification#reactions#were#carried#out#using#the#MJ#Research#PTCM

200#Thermal#Cycler#using# the# following#program:#4Mmin# initial#denaturation#at#94# °C,# followed#by#30#

cycles#of#denaturation#/#annealing#/#extension#(94#°C#for#30#s,#52#or#55#°C#for#45#s,#72#°C#for#1#min).#

The# final#elongation#step#was#at#72# °C# for#10#minutes.#The#PCR#products#were#visualized#on#a#1%#

agarose# gel# and# stained# with# SYBR# Safe# (Invitrogen,# Merelbeke,# Belgium).# DNA# extracts# were#

obtained#using#the#NucleoSpin#Plant#kits#(MachereyMNagel,#Düren,#Germany).#

#
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Table'1.#Characterization#of#11#polymorphic#nuclear#microsatellite#loci#isolated#from#Afzelia'bipindensis#and#tests#
of#crossMamplification#in#polymorphic#loci.##

Locus# Primer#sequence#(5'M3')# Labeled#primer# Repeat#
motif# Ta(°C)#

Successful#
crossM

amplification*##

GenBank#
accession#

n°#
R9M48†# F:#TTCCACCAGAGAACAATCACA# Q4MPET# (AC)12# 57# A.'pach,'A.'bel,'

A.'afr,'A.'qua'
KP076432#

#
R:#
AAGGAAAGACAATGTTAGACTGGA# #

#
# #

R9M01‡# F:#CACTCTTTCTTCCTTTTCAACCA# Q1M6MFAM# (CT)11# 57# A.'pach,'A.'bel,'
A.'afr,'A.'qua'

KP076434#

#
R:#
AAGATTGAAGCTTGAAAATTCACC# #

#
# #

R9M07‡# F:#GCAAAGACACGCAAACTGAA# Q4MPET# (AG)10# 57# A.'pach,'A.'bel,'
A.'afr,'A.'qua'

KP076426#

# R:#TTCGATAAACCGATCCATGTC# # # # #
R9M19†# F:##

TGTGATAGGAAGTGAGATTGCG# Q2MNED# (CT)10# 57# A.'pach,'A.'bel,'
A.'afr,'A.'qua' KP076435#

#
R:#
TGTATAAGACAAAGACCCACCTT# #

#
# #

R9M51‡# F:##CAAATGCTCAAATGACTAACCA# Q2MNED# (AC)13# 57# A.'pach,'A.'bel' KP076436#

# R:#GCAATTCAATGATGTCTTGCTT# # # # #R9M73‡# F:##CAGTCACACCTGCTTTCAGC# Q1M6MFAM# (CT)9# 57# A.'pach,'A.'bel' KP076430#

# R:#CCAACAATCAAATCACTCATCG# # # # #R9M65†# F:#CGAAAGTAAGAACCGTGCAA# Q1M6MFAM# (CA)9# 57# A.'pach,'A.'bel,'
A.'afr,'A.'qua'

KP076431#

#
R:#
AACAGGTAATGAAAGCAAAGGG# #

#
# #

R9M61†# F:#TCAAGGGATGACTTGGCTTT# Q2MNED# (TC)10# 57# A.'pach,'A.'bel,'
A.'afr,'A.'qua'

KP076424#

# R:#GAGAAAGACAGCTTAATTTTACCCC# # # #R9M54‡# F:#TCCCTTACCAAATTTGTGAACAT# Q4MPET# (GA)11# 57# A.'pach,'A.'bel'
'

KP076425#

# R:#CCCGTTGGTTCAGTAGCAAT# # # # #R9M53‡# F:#TTAATCGAGCTTAGTCGAGC## Q3MVIC# (TC)10# 57# A.'pach,'A.'bel' KP076433#

#
R:#
GACTCAAGAGAAGCAAGCTAAGA## # # # #

R9M60‡# F:#CTTTCCCTCCTTTCTTTCAA# Q2MNED# (TC)9# 57# A.'pach,'A.'bel,'
A.'afr,'A.'qua'

KP076427#
## R:GTTATGCTAGACATTTAATCCC# ## ## ## ##

#
*All# loci# are# polymorphic# for# these# species# except# R9M48,# R9M07# and# R9M60# which# are# monomorphic# for# A.'
quanzensis'and#R9M19# for#A'africana,'considering# these# samples# U# (†Mix1,# ‡#Mix2)U#A.' pach=A.' pachyloba,'A.'
bel=A.' bella,' A.' afr=A.' Africana,' A.' qua=A.' quanzensisU# Q1=TGTAAAACGACGGCCAGT# (Schuelke# 2000)U#
Q2=TAGGAGTGCAGCAAGCATU#Q3=CACTGCTTAGAGCGATGC#Q4=CTAGTTATTGCTCAGCGGT#(Q2MQ4,#after#Culley#et'
al.#2008)U#Ta,#annealing#temperature#in#°C#

#

Two#of# the#eight# loci#developed# for#A.#xylocarpa#amplified#on#A.'bipindensis#samples#but# resulted# in#

illegible#multiMpeak#band#patterns,#so#that#none#was#kept.#For#the#new#microsatellite#bank,#16#primer#

pairs#amplified#consistently#on#A.'bipindensis#samples#and#were#tested#again#to#assess#their#levels#of#

polymorphism# in# seven# individuals# of# A.' bipindensis# from# Cameroon,# Gabon# and# the# Republic# of#

Congo.# Fluorescent# labeling# was# performed# via# amplification# with:# the# reverse# primer,# the# forward#

primer# with# a# Q1–Q4# universal# sequence# at# the# 5’# end,# and# a#Q1–Q4# primer# labeled# with# 6MFAM,#

NED,# VIC,# and# PET,# respectively# (Schuelke# 2000U# Micheneau# et' al.# 2011).# PCR# conditions# were#

identical# to# those# we#mentioned# before,# but# the# QMtailed# forward# primer# was# used# at# oneMthird# the#

amount#(0.7#μM)#of#the#reverse#and#fluorescently#labeled#primers#(2#μM).#PCR#conditions#were:#94#°C#

(4#min),# followed#by#25#cycles#each#at#94#°C# (30#sec),#55#°C# (45#s),#72#°C# (1#min),#more#10#cycles#

each#at#94#°C#(30#s),#53#°C#(45#s),#72#°C#(45#s),#and#a#final#extension#at#72#°C#for#10#min.##
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#
Table'2.#Characterization#of#the#polymorphism#of#nuclear#microsatellite#loci#in#a#sample#of#42#individuals#of#Afzelia'
bipindensis#from#Eastern#Cameroon#and#39#individuals#of#Afzelia'africana#from#North#Benin'

##
Na,# number# of# allelesU# Ho,# observed# heterozygosityU# He,# expected# heterozygosity# (assuming# chromosome#

segregation# in# the# tetraploid#A.'bipindensis)U#He(Cd),#expected#heterozygosity#assuming'chromatid#segregationU'

F,#fixation#index.#For#F#and#F(Cd),#significance#for#deviation#from#Hardy–Weinberg#equilibrium:#*#(P<0.05),#***#(P'<'

0.001).##

#

After# excluding# loci# that# did#not# amplify# or#were#unreadable,#we#selected#11#polymorphic# loci.# They#

were# combined# in# two# multiplexed# reactions# (Table# 1)# using# MULTIPLEX#MANAGER# 1.0# software#

(Holleley#&#Geerts,#2009).#Preliminary#population#genetics#analyses#were#performed#on#42#individuals#

from# a#A.' bipindensis# population# from# eastern# Cameroon# (Appendix' S1).# Multiplexed# PCR’s# were#
carried#out#using#the#TypeMit#Microsatellite#PCR#Kit#(QIAGEN)#as#follows:#7.5#µL#multiplex#Master#Mix,#

0.1# µL# (0.07# mM)# of# forward# primer# and# 0.15# µL# (0.1# mM)# of# reverse# primer# labeled# by# QMtailed#

fluorescent#Q1#to#Q4,#H2O#and#1.5#µL#of#DNA#extract.#Multiplex#PCR#programs#consisted#of:#95#°C#(5#

min),#followed#by#20#cycles#at#95#°C#(30#sec),#57#°C#(90#sec),#72#°C#(30#s),#then#8#cycles#at#94#°C#(30#

s),# 53# °C# (45# s),# 72# °C# (45# s),# and# a# final# extension# step# at# 60# °C# (30#min).# 0.8#mL# of# each#PCR#

product#was#directly#added#to#12#µL#of#Hidi#formamide#and#0.3#µL#of#Radian#DYE#size#standard#and#

genotyped# on# an# ABI# 3730# sequencer# (Applied# Biosystems,# Lennik,# Netherlands).# Results# were#

analyzed# using# two# programs:# Peak# Scanner# v1.0# (Applied# Biosystems)# and# GeneMapper# v3.7#

(Applied#Biosystems).#Some#read#errors#were#corrected#manually.##

The#eastern#Cameroon#population#of#A.'bipindensis#revealed#a#high#degree#of#polymorphism#with#the#

number# of# alleles# per# locus# ranging# from# 6# to# 25# (average# of# 14.9# alleles# per# locusU# Table# 2).#We#

Species# Locus# Allele#sizes#(bp)# Na' Ho' He' F' He(Cd)' F(Cd)'

A.'bipindensis' # # # # # # #
# R9M48# 151M170# 14# 0.54# 0.80# #0.32***# 0.75# #0.27***#
# R9M01# 84M132# 18# 0.56# 0.84# #0.34***# 0.79# #0.29***#
# R9M07# 102M129# 14# 0.51# 0.73# #0.30***# 0.68# #0.25***#
# R9M19# 111M150# 14# 0.54# 0.60# #0.10***# 0.56# #0.04***#
# R9M51# 154M172# 11# 0.60# 0.84# #0.29***# 0.79# #0.23***#
# R9M73# 223M243# 8# 0.22# 0.30# #0.28***# 0.28# #0.22***#
# R9M65# 210M218# 6# 0.50# 0.69# #0.28***# 0.64# #0.22***#
# R9M54# 193M239# 25# 0.53# 0.83# #0.37***# 0.78# #0.32***#
# R9M61# 188M270# 20# 0.70# 0.91# #0.23***# 0.85# #0.17***#
# R9M60# 185M228# 21# 0.79# 0.83# 0.04***# 0.77# M0.02***#
# R9M53# 182M225# 13# 0.35# 0.87# 0.59***# 0.81# 0.57***#
A.'africana# # # # # # # #
# R9M48# 150M166# 5# 0.51# 0.76# 0.33*# # #
# R9M01# 86M151# 13# 0.87# 0.87# M0.01# # #
# R9M07# 105M128# 5# 0.1# 0.1# M0.02# # #
# R9M19# 88M140# 1# 0# 0# 0# # #
# R9M65# 199M226# 9# 0.72# 0.78# 0.08# # #
# R9M61# 195M204# 4# 0.57# 0.73# 0.22*# # #
# R9M60# 174M214# 11# 0.62# 0.8# 0.23*# # #
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noticed#that#the#number#of#alleles#per#individual#and#locus#ranged#from#1#to#4,#suggesting#a#tetraploid#

genome.# As# singleMlocus# genotypes# did# not# show# fixed# heterozygosity# at# any# locus,#A.' bipindensis#

would#be#a#priori#an#autotetraploid.##

3.2.2.'Cross`amplification'in'congeneric'species'and'ploidy'determination'
#
All#the#11#loci#successfully#amplified#on#A.'bella#(N=5),#A.'pachyloba'(N=5)#and#seven#amplified#in#A.'

africana#(N=39)#and#A.'quanzensis#(N=19)#[see#Appendix'S1].#In#A.'bella#and#A.'pachyloba,#all#these#
loci# were# polymorphic# and' the# observed# genotypes# presented# up# to# four# alleles# per# locus# and#

individual,# indicating# that# these# species# are# probably# tetraploid.# By# contrast,# A.' africana# and# A.'

quanzensis#individuals#never#displayed#more#than#two#alleles#per#locus,#suggesting#diploid#genomes.##

To# confirm# whether# Afzelia# species# have# different# ploidy# levels,# we# relied# on# flow# cytometry,# a#

convenient#and#rapid#method#for#estimating#the#size#of#the#nuclear#genome.#The#fresh#material#used#

was#obtained# through#seeds# from# five# species# collected# in#Southwest#Cameroon# for#A.'bipindensis,#

northwestern#Cameroon# for#A.' bella,# northMeast# of# Benin# for' A.' africana,# northern# Zimbabwe# for#A.'

quanzensis# and#northern#Thailand# for'A.' xylocarpa' (Appendix' S1).#These#seeds#were#planted# in#a#
greenhouse#in#order#to#collect#fresh#leaves#for#our#analyses.#Flow#cytometry#was#carried#out#using#a#

Ploidy# Analyser# equipment# from# PARTEC# (Munster# M# Germany).# Nuclear# suspensions# of# leaf# cells#

were# obtained# from# 1# cm²# fresh# leaves# lacerated# with# a# razor# blade# in# a# buffer# solution# using# the#

CyStain®#UV#Precise#P#kit# (PARTEC),# following#the#manufacturer#protocol.#This#kit#uses#DAPI#(4',6M

DiamidinoM2MPhenylindole,#Dilactate),#a#blue#fluorescent#stain#that#preferentially#binds#double#stranded#

DNA#with#AMT#nucleotides.#We#used#as#internal#standard#either#pea,#Pisum#sativum#L.#"Express#Long"#

(genome#size#2C#value#=#8.37#pg,#49.5%#GC)#or#tomato,#Solanum'lycopersicum#L.#“Montfavet#63M5”#

(2C#=#1.99#pg,#40.0%#GCU#Marie#&#Brown#1993).#Each#sample#was#first#analyzed#alone#to#identify#its#

florescence#intensity#profile#and#then#analyzed#with#an#internal#standard#to#measure#their#ratio#of#mean#

cell# florescence# intensities,#which# is#approximately#proportional# to# their#C#values# ratio,#at# least# if# the#

GC#contents#of#species#are#similar.##

Our#genome#size#estimates#(2C#values)# ranged# from#4.9# to#5.3#pg# in#A.'africana# (n=3),#5.0#pg# in#A.'

quanzensis#(n=1),#4.3#to#4.4#pg#in#A.'xylocarpa#(n=2),#9.9#pg#in#A.'bipindensis'(n=3),#and#8.5#to#9.6#pg#

in#A.' bella# (n# =# 2).# For# a# same# species,# estimates# were# usually# a# bit# larger# using# pea# as# internal#

standard# rather# than# tomato.#Although# these#2C#estimates# should#be#considered#with# caution#given#

that#the#CG#content#of#Afzelia#species#is#unknown,#their#relative#values#clearly#show#that#the#genome#

size# of# A.' bipindensis# and# A.' bella# is# nearly# the# double# of# the# genome# size# of# A.' africana,# A.'

quanzensis# and#A.' xylocarpa.# This#was# confirmed#when# analyzing# together#A.' bipindensis,#A.' bella#

and#A.' africana# in# the# flow# cytometer# which# then# displayed# two# peaks# with# a# ratio# of# fluorescence#

intensity#of#1.9.#Hence,#together#with#the#microsatellite#profiles,#the#flow#cytometry#results#confirm#that#

Afzelia#forms#a#polyploid#complex,#with#A.'africana,#A.'quanzensis#and#A.'xylocarpa#being#diploid#while#

A.'bipindensis,#A.'bella#and#A.'pachyloba'are#tetraploid.##

#
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3.2.3.' Population' genetics' parameters' in' the' tetraploid' A.$ bipindensis$ and' the' diploid$ A.$
africana'

For#A.#bipindensis#we#considered# the#42# individuals# from#a#population# from#Eastern#Cameroon#(see#

above)#and#calculated#heterozygosities#assuming#autopolyploidy,#using#the#software#AUTOTET#(Thrall#

&# Young# 2000).# In# autotetraploids,# multiple# levels# of# heterozygosities# can# occur# at# a# single# locus#

because#a#genotype#can#contain#1# to#4#alleles,#and#a#genotype#with# just#2#or#3#alleles#can#present#

different#allelic#dosages#(1:3,#2:2#or#3:1#for#2#allelesU#1:1:2,#1:2:1#or#2:1:1#for#3#alleles).#Defined#as#the#

probability# that# a# random# pair# of# gene# copies# bears# different# alleles# within# individual,# the# observed#

heterozygosity# is#0# for#a#genotype#AAAA,#0.5# for#AAAB,#0.667#for#AABB,#0.833#for#AABC,#and#1#for#

ABCD.#The#allelic#dosage#could#be#estimated#based#on#the#ratios#between#peak#intensities#following#

Esselink# et' al.# (2004).# The# expected# heterozygosity# (He)# under# random# mating# was# computed#

separately#under#either# random#chromosome#segregation# (RCeS)# or# random#chromatid# segregation#

(RCdS)#which#assumes#maximum#double#reduction#(α=#1/7U#Wricke#&#Weber#1986).#Fixation#indices#F#

were#calculated#as#1−#(HO/He).#Departure#from#Hardy–Weinberg#equilibrium#(HWE)#was#tested#with#χ²#

goodnessMofMfit# tests# for# observed# to# expected# genotype# frequencies,# under# either#RCeS# or#RCdS.#

The#χ²#test#is#known#to#give#suspect#results#when#expected#frequencies#of#some#genotypic#classes#are#

low.#Consequently,#we#pooled#into#a#same#class#all#alleles#except#the#most#common#one.#

Overall,# the# 11#microsatellite# loci#were# highly# polymorphic,#with# a#mean±SE#He#of# 0.75±0.17#under#

RCeS'and#0.70±0.16#under#RCdSU# the#mean±SE#of#HO=0.53±0.15' (Table# 2).# They# showed#a# large#

number#of# rare#alleles,#with#an#average#of#44%#of#alleles#with#a# frequency#<#2%.#These# results#are#

concordant# with# the# results# of# Truong# et' al.# 2004# (on# the# tetraploid# birch,# Betula# pubescens# ssp.#

tortuosa)# and# with# the# relative# conservancy# of# the# tetrasomic# genome,# in# which# rare# alleles# are#

eliminated#much#more#slowly#than#under#strict#disomic#inheritance#and#allelic#richness#is#usually#higher#

compared# with# related# diploids# (Bever# &# Felber# 1992).# In# total,# all# polymorphic# loci# significantly#

deviated#from#HWE#because#of#heterozygote#deficiency,#even#under#RCdS.#Further#work#is#needed#to#

test#if#heterozygote#deficiency#results#from#the#mating#system#(e.g.#high#selfing)#and/or#null#alleles.##

For# A.' africana# we# considered# 39# individuals# from# a# population# in# Benin# (1.55586°N,# 9.26674°E).#

Seven#microsatellites# (i.e.,# R9M48,# R9M01,# R9M07,# R9M19,# R9M65,# R9M61# and#R9M60)# amplified# on# all#

individuals.#Observed#and#expected#heterozygosities#as#well#as# the# fixation# index#F#were#calculated#

for#each#locus#with#SPAGeDi#(Hardy#&#Vekemans#2002).##

The# seven# loci# exhibited# from#1# to# 13# alleles# per# locus# (mean#=# 6.8)#with#Ho±SE#=# 0.48±0.14# and#

He±SE#=#0.58±0.15.#Only# locus#R9M19#was#monomorphic# (but#some#polymorphism#was#detected# in#

other# A.' africana# individuals,# results# not# shown).# Locus# R9M48# exhibited# significant# deficit# of#

heterozygotes#(Table#2).#

3.3.'Conclusion'

By#developing#microsatellite#markers#in#the#vulnerable#(IUCN#Red#List)#timber#tree#Afzelia'bipindensis,#

we#found#that#the#species#is#tetraploid#(possibly#a#selfing#autotetraploid).#Tetraploidy#was#also#found#in#

other#congeneric#African#rainforest#species#by#successful#crossMamplification#of#the#microsatellites#and#
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flow#cytometry,#while#the#African#woodland#species#A.'africana#and#A.'quanzensis#appear#diploid#and#

only#a# subset#of# the#microsatellite#markers#are# transferable# to# them.#To# the#best# of# our# knowledge,#

polyploidy#had#never#been#documented#in#the#genus#Afzelia,#and#rarely#in#tropical#timber#tree#species.#

The# microsatellite# loci# will# be# useful# for# assessing# the# mating# system,# gene# flow# and# evolutionary#

relationships#of#Afzelia#species,#and#will#provide#essential#information#for#their#conservation.'

'
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CHAPITRE'4##
EVOLUTION#IN#AFRICAN#TROPICAL#TREES#DISPLAYING#PLOIDYM
HABITAT#ASSOCIATION:#THE#GENUS#AFZELIA#(LEGUMINOSAEM

CAESALPINIOIDEA)##
#

Le#chapitre#précédent#a#mis#en#évidence#l’existance#d’espèces#polyploïdes#au#sein#du#genre#Afzelia.#

Le#présent#chapitre#explore#plus#particulièrement#le#rôle#de#la#polyploïdisation#dans#la#divergence#du#

taxon#étudié.#Il#établi#ainsi#les#liens#entre#la#polyploïdisation#et#l’habitat#des#taxons.#Il#a#été#publié#sous#

la#référence#:#

Donkpegan# A.S.L.,# Doucet# JL.,# Migliore# J.,# Duminil# J.,# Daïnou# K.,# Rosalia# P.,# Wieringa# J.,#
Champluvier# D.# &# Hardy# O.J.# (2017).# Evolution# in# African# tropical# trees# displaying# ploidyMhabitat#
association:#the#genus#Afzelia#(Leguminosae).#Molecular'Phylogenetic'Evolution,#107,#270M281.#
#

#

#

#

#

#

«#En'biologie,'rien'n'a'de'sens'si'ce'n'est'à'la'lumière'de'l'évolution#»#

Theodosius'Dobzhansky'

#
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#

4.' Evolution' in' the' African' tropical' trees' displaying' ploidy`habitat' association:' the' genus'
Afzelia'(Leguminosae,'Caesalpinioideae)'

#

'
'
'
'
Abstract#
Polyploidy#has# rarely#been#documented# in# rain# forest# trees#but# it#has# recently#been# found# in#African#

species#of#the#genus#Afzelia#(Leguminosae),#which#is#composed#of#four#tetraploid#rain#forest#species#

and# two#diploid#dry# forest# species.#The#genus#Afzelia# thus#provides#an#opportunity# to#examine#how#

and# when# polyploidy# and# habitat# shift# occurred# in# Africa,# and# whether# they# are# associated.# In# this#

study,#we#combined#three#plastid#markers#(psbA,#trnL,#ndhF),#two#nuclear#markers#(ribosomal#ITS#and#

the# singleMcopy# PEPC' E7# gene),# plastomes# (obtained# by# High# Throughput# Sequencing)# and#

morphological#traits,#with#an#extensive#taxonomic#and#geographic#sampling#to#explore#the#evolutionary#

history#of#Afzelia.#Both#nuclear#DNA#and#morphological#vegetative#characters#separated#diploid#from#

tetraploid# lineages.#Although# the# two#African#diploid# species#were#well# differentiated#genetically# and#

morphologically,# the# relationships#among# the# tetraploid#species#were#not# resolved.# In#contrast# to# the#

nuclear#markers,#plastid#markers#revealed#that#one#of#the#diploid#species#forms#a#wellMsupported#clade#

with# the# tetraploids,# suggesting# historical# hybridisation,# possibly# in# relation#with# genome# duplication#

(polyploidization)#and#habitat#shift#from#dry#to#rain#forests.#Molecular#dating#based#on#fossilManchored#

gene# phylogenies# indicates# that# extant# Afzelia# started# diverging# c.# 14.5# or# 20# Ma# while# extant#

tetraploid# species# started# diverging# c.# 7.0# or# 9.4# Ma# according# to# plastid# and# nuclear# DNA,#

respectively.#Additional#studies#of# tropical#polyploid#plants#are#needed# to#assess#whether# the#ploidyM

habitat# association# observed# in# African# Afzelia# would# reflect# a# role# of# polyploidization# in# niche#

divergence#in#the#tropics.#

#

#

Keywords:# Afzelia,# Leguminosae# (Detarioideae),# diversification,# morphometry,# niche# evolution,#
molecular#phylogeny,#polyploidy#

' '
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4.1.'Introduction'
#
The#evolutionary#mechanisms#that#have#driven#the#diversification#of#rain#forest#species#are#still#poorly#

understood.# Evidence# from# recent# biogeographical# and# phylogenetic# insights# indicate# that# GuineoM

Congolian#rain#forests#(i.e.#lowland#rain#forests#from#West#and#Central#AfricaU#White,#1983)#are#contain#

both#recent#and#relict#species#and#it#is#difficult#to#evaluate#the#influence#of#past#environmental#changes#

on#the#evolutionary#history#of# this#meltingMpot#of# lineages#and#taxa#(Plana,#2004).# In#addition,#factors#

as#diverse#as# reproductive# isolation,#ecological#gradients#and/or#polyploidization#may#have#played#a#

key#role#on#current#patterns#of#biodiversity#(Baraloto#et#al.,#2012U#Dauby#et#al.,#2014).#

It# is# now# widely# recognized# that# polyploidy# is# an# important# evolutionary# mechanism# in# plant#

diversification#(Soltis#et#al.,#2014).#It#can#confer#new#adaptive#capacities#and#be#particularly#important#

in#a#changing#environmental#context#(Ramsey#&#Schemske,#2002U#Soltis#et#al.,#2004,#2007).#Polyploid#

species#are#often#characterized#by#a#broader#ecological#tolerance#than#their#diploid#progenitors#(Otto#&#

Whitton,# 2000).# Nevertheless,# these# predictions# seem# to# be# speciesMspecific# and# need# to# be# better#

examined# in# an# evolutionary# framework# (e.g.# Baack# &# Stanton,# 2005U# Sampoux# &# Huyghe,# 2009U#

Ramsey,# 2011U# McIntyre,# 2012U# Theodoridis# et# al.,# 2013).# In# the# arctic# flora,# allopolyploid# plants#

dominate# in# deglaciated# regions,# suggesting# that# polyploidization# could# favour# adaptation# to# new#or#

harsh#habitats#(Brochmann#et#al.,#2004).#Whether#this#could#also#hold#in#tropical#biomes#is#unknown,#

but#in#Africa,#palynological#data#showt#cyclic#vegetation#changes#from#rain#forest#to#savannah#and#vice#

versa# during# the# Quaternary# (Dupont,# 2000),# thus# offering# conditions# that# may# have# promoted#

polyploids#if#they#are#better#adapted#to#changing#conditions.#

To# our# knowledge,# polyploidization# has# been# rarely# documented# in# tropical# trees# except# in# some#

species# belonging# to# the# genera# Shorea# (DipterocarpaceaeU# Jong# &# Lethbridge,# 1967),# Terminalia#

(CombretaceaeU# Ohri,# 1996),# Polylepis# (RosaceaeU# SchmidtMLebuhn# et# al.,# 2010)# and# Adansonia#

(BombacaceaeU#Pettigrew#et#al.,#2012).# In# the#Legume# family,#where#ancient#polyploidization#events#

might#have#played#an#important#role#for#its#early#diversification#(Pfeil#et#al.,#2005U#Cannon#et#al.,#2010#

&#2015U#Doyle#2012),#polyploid# tropical# trees#have#been# found# in# the#genera#Acacia# (Assoumane#et#

al.,#2013),#Leucaena# (Hughes#et#al.,#2002),#and#recently# in#Afzelia'using# flow#cytometry#and#nuclear#

microsatellites#(Donkpegan#et#al.,#2015).#

The# Palaeotropical# genus# Afzelia# (tribe# Detarieae)# has# been# revised# repeatedly# by# taxonomists#

(Chevalier,# 1940U#Leonard,#1950U# INEAC,#1952U#Keay,#1954U#Aubreville,# 1959,#1968,#1970U#Satabie,#

1994).# At# present,# most# taxonomists# agree# that# the# genus# contains# 11# species,# even# if# it# remains#

difficult#to#unambiguously#delimit#them#in#the#field#using#morphological#traits#(Donkpegan#et#al.,#2014).#

Four#species#grow# in#Southeast#Asia:#A.'xylocarpa# (Kurz)#Craib,#A.'rhomboidea' (Blanco)#S.Vidal,#A.'

javanica#(Miq)#J.#Léonard#and#A.'palembanica#Baker,#and#seven#are#distributed#in#subMSaharan#Africa:#

A.'bipindensis'Harms,'A.'bella'Harms,#A.'pachyloba'Harms,#A.'parviflora' (Vahl)#Hepper,#A.'africana'

Sm.#ex#Pers.,#A.#quanzensis'Welw.,'and#A.'peturei#De#Wild.# Interestingly,# in#Africa,#ecological#niche#

and#ploidy#levels#appear#linked,#since#diploidy#is#found#in#dry#forest#species#allopoatrically#distributed##

(A.' africana' and' A.' quanzensis),# whereas# tetraploidy# is# associated# with# rain# forest# sympatrically#

distributed#species#(A.'bipindensis,'A.'bella,'A.'pachyloba,'and'A.'parviflora)#(Donkpegan#et#al.,#2015).#

Whether#morphological#differentiation#between#species#is#also#linked#to#ploidy# level#and#habitats#has#
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not#been#documented.#However,#the#absence#of#a#reliable#phylogenetic#framework#limits#our#ability#to#

further#infer#the#evolutionary#relationships#between#these#species.#

The#present#study#aims#to#better#understand#the#drivers#of#plant#diversification#in#tropical#Africa,#with#a#

focus#on#the#role#of#polyploidy,#using#the#genus#Afzelia#as#a#model.#More#specifically,#we#address#the#

following# questions:# (1)# Do# polyploid# species# form# a# single# clade,# suggesting# a# potentially# unique#

polyploidization# event,# or# can# we# document# repeated# polyploidization# events,# possibly# driving#

particular#niche#adaptation?#(2)#When#did#Afzelia#diversification#occur,#in#particular#in#relation#to#ploidy#

and# habitat# shifts?# (3)# Is# morphological# differentiation# related# to# phylogenetic# divergence# and/or#

difference#of#ploidy#and#habitat?#To#answer#these#questions#we#combined#morphological#and#genetic#

data,#used#both#plastid#(psbA,#trnL,#ndhF)#and#nuclear#(ribosomal#ITS#and#PEPCME7)#DNA#sequences#

to#infer#phylogenetic#relationships,#and#relied#on#High#Throughput#Sequencing#(HTS)#of#the#plastome#

of#a#subset#of#samples#to#increase#phylogenetic#resolution#and#improve#molecular#dating.'

4.2.'Materials'and'methods'

4.2.1.'Sampling'and'DNA'extraction'
#
For#genetic#analyses,#leaflets#and#cambium#samples#(dehydrated#with#silicagel)#were#collected#on#43#

specimens# representing# six# African# Afzelia# species# (39# specimens# from# 11# countries),# two# Asian#

Afzelia#species#(three#specimens),#and#Intsia'bijuga#(one#specimen#from#Madagascar)#which#is#sister#

to# the# genus# Afzelia' (Mackinder# et# al.,# 2013)# (Table# 1).# Species# identification# in# the# field# was#

performed#using# the# criteria#described# in#Donkpegan#et# al.# (2014).#Only#one#sample#per# taxon#was#

included#for#whole#plastome#sequencing#(six#African#and#two#Asian#Afzelia#species,#and#Intsia'bijugaU#

Table#1),#while#15#to#31#samples#were#sequenced#at#particular#plastid#and/or#nuclear#regions#(Table#

1).#DNA#was#extracted#using# the#DNeasy#Plant#Mini#Kit# (Qiagen,#Venlo,#Netherlands),# following# the#

manufacturer’s# instructions.# For# plastome# High# Throughput# Sequencing# (HTS),# the# CTAB# protocol#

was# used# (Doyle# &# Doyle,# 1987)# coupled# with# QIAquick# purification# kits# (Qiagen),# and# followed# by#

Qubit®#2.0#Fluorometer#quantification#(Life#Technologies,#Invitrogen,#Foster#City,#USA).#

4.2.2.'DNA'polymorphism'in'plastid'and'nuclear'regions'assessed'by'Sanger'sequencing'
#
For# 31# samples,# two# plastid# DNA# (pDNA)# intergenic# regions# (psbAMtrnH# and# trnL)# and# two# plastid#

coding#genes#(ndHF84FMndHF713R'and#matK1RM3F)#were#amplified#and#sequenced#using#universal#

primers#(Kim#&#Jansen,#1995U#Chase#et#al.,#2007U#Bruneau#et#al.,#2008).#Then,#matK#sequences#were#

discarded#due#to#their# lower#sequencing#success#and#polymorphism#in#comparison#to#other#loci.#The#

PCR#reaction#used#1.5#µL#of#DNA#template#(20M50#ng),#0.1#µL#of#Taq#polymerase#(Qiagen),#2.5#µL#of#

PCR#buffer,#1#µL#of#MgCl2#(25#mM),#0.5#µL#of#dNTPs#(10#mM),#0.25#µL#of#each#primer#(10#mM),#and#

19.375#µL#of#H2O.#The#PCR#cycling#profile# included#4#min#at#94°C,# followed#by#35#cycles#of#30#s#at#

94°C,#30#s#at#56°C,#and#1#min#at#72°C,#with#a#final#extension#of#10#min#at#72°C.#Sanger#sequencing#

was#performed#on#a#3100#Genetic#Analyzer#(Applied#Biosystems)#in#the#ULBMEBE#platform#(Brussels,#

Belgium).#
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Table&1&Material(used(for(the(molecular(analyses(of(Afzelia(

Species& Country& Location& Vouchers&
Collectors&

Herbarium& Latitude& Longitude& Markers&successfully&sequenced&

A.(quanzensis(2X( Kenya( Gede( AD522( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B3.30295( 39.9845( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(quanzensis( Kenya( kwalé( AD523( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B4.18279( 39.4405( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(quanzensis( Kenya( Gede( AD518( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B3.27098( 39.98244( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(quanzensis( Kenya( Gede( AD519( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B3.30439( 39.98602( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(quanzensis( Kenya( Gede( AD520( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B3.30715( 39.98181( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(quanzensis( Kenya( Gede( AD521( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B3.30324( 39.98324( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(quanzensis( Kenya( Gede( AD524( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B3.3036( 39.99108( ITS2(

A.(quanzensis( Kenya( Witu( AD889( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B2.37063( 40.48026( plastome(
A.(africana(2X( Benin( Lama( AD17( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 6.97694( 2.13496( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(africana(( Benin( Pénéssoulou( AD88( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 9.26313( 1.50939( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(africana(( Benin( Lama( AD20( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 6.97681( 2.13497( ITS2(
A.(africana(( Benin( Lama( AD21( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 6.97673( 2.13515( ITS2(

A.(africana(( Benin( Lama( AD26( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 6.97659( 2.13529( ITS2((

A.(africana(( Benin( Lama( AD27( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 6.97603( 2.14591( plastome(
A.(africana( Senegal( Casamance( AD123( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 12.49356( B16.21985( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(africana( Senegal( Casamance( AD125( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 12.88330( B16.13330( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(africana( BurkinaBFaso( Pama( ADJu1( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 11.25120( 0.78157( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(africana( BurkinaBFaso( Pama( ADJu2( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 11.32541( 0.82232( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(africana( Ghana( Akwapim( NBB0522( Bourland(N.( BRLU( 5.95632( B0.16978( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(bipindensis(4X( Cameroon( Makalaya( AD270( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 3.28469( 14.33968( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((

A.(bipindensis( Republic( of(
Congo( Loundoungou( JFGB744( Gillet(JBF( BRLU( 2.3776( 17.0641( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((

A.(bipindensis( Republic( of(
Congo( Pokola( JFGB864( Gillet(JBF( BRLU( 1.32573( 16.39493( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((

A.(bipindensis( Cameroon( Makalaya( AD455( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 3.28157( 14.33568( ITS2(

A.(bipindensis( Gabon( Bambidie( AD626( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( B0.73304( 12.91774( plastome(
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A.(pachyloba(4X( Cameroon( Maan( AD411( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 2.24512( 10.47447( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(pachyloba( Cameroon( Maan( AD413( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 2.25146( 10.46291( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(pachyloba( Cameroon( Campo( AD485( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 2.46473( 9.90157( plastome,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7(
A.(pachyloba( Cameroon( Campo( AD486( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 2.46573( 9.90142( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(bella(4X( Cameroon( Mamfé( AD440( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 5.738582( 9.555438( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(bella( Cameroon( Mamfé( AD442( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 5.750495( 9.547516( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(bella( Cameroon( Korup( PM4985( Parmentier(I.( BRLU( 5.062( 8.854( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(bella( Cameroon( Mamfé( AD436( Donkpegan(S.L.A.( BRLU( 5.743841( 9.566711( plastome(
A.(bella( Ghana( Atiwa( NB0489( Bourland(N.( BRLU( 6.22959( B0.54069( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((

A.(bella(var(gracilior( Liberia( Gbarpolu( HBAD27/1
0254(

Jongkind(C.C.H.( BRLU(/BR( 7.45( B10.33( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((

A.(bella(var(gracilior( Guinea( Nzérékoré( HBAD28/2
7(

Haba(OBO.( BRLU(/BR( 7.70( B8.32( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((

A.(parviflora(4X( SierraBLeone( Tonkolili( HBAD29/1
438(

Van(der(Burgt(X.M.( BRLU(/BR( 8.94861( B11.76861( plastome,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7(

A.(parviflora( Liberia( Gbarnga( HBAD30/1
0979(

Jongkind(C.C.H.( BRLU(/BR( 7.183( B9.300( ITS2,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((

A.(rhomboidea(2X( Indonesia( East(Kalimatra( HBAD160/AA1567(
Ambri(et(al.( BRLU(/WAG( 0.49( 117.33( plastome(

A.(xylocarpa(2X( Cambodia( Siem(Riep( Axy1( Mouget(J.( BRLU( 13.45305( 103.89966( psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7((
A.(xylocarpa( Cambodia( Siem(Riep( Axy2( Mouget(J.( BRLU( 13.45398( 103.89960( plastome,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7(

Intsia(bijuga(2X( Madagascar( Tamatave( HBAD32/1
469(

Schatz( G.E( &(
D’arcy(W.( BRLU(/BR(( B18.9( 49.13( ITS2,(plastome,(psbA,(ndhF,(trnL(and(PEPC(E7(
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For$ the$ nuclear$ genome$ (nDNA),$ amplification$ and$ polymorphism$ were$ tested$ for$ 13$ single>copy$ loci:$

ADH,% GScp,% ADHc,% RnI1,% TPI% 6rn/4rn,% LF4% Cl1R,% LF4% Cl4R,% Agt1,% Apg1,% At103$ PEPC$ E1/E2,$ PEPC$

E2/E3$and$PEPC$E7$(Li$et$al.,$2008H$Duminil$et$al.,$2015),$and$two$nuclear$ribosomal$internal$transcribed$

spacers:$ITS1$and$ITS2$(Li$et$al.,$2011).$Based$on$amplification$success$and$polymorphism,$only$PEPC%

E7% and$ ITS2$ were$ retained$ and$ successfully$ sequenced$ for$ 31$ and$ 15$ samples,$ respectively.$ PCR$

reactions$followed$the$pDNA$protocol,$but$using$0.125$µL$of$Taq$polymerase$Phusion$(Qiagen),$with$5$µL$

of$PCR$buffer.$

Sequences$were$manually$edited$and$aligned$using$the$MUSCLE$algorithm$(Edgar,$2004)$implemented$in$

CodonCode$ Aligner$ 3.7.1$ (CodonCode,$ St.$ Louis,$ Missouri).$ For$ nuclear$PEPC$ E7$ sequences,$ where$

heterozygous$sites$were$sometimes$observed,$we$used$PHASE$v2.1.1$algorithm$(Stephens$et$al.,$2001)$

implemented$ in$ DNASP$ v.5.10$ program$ (Librado$ and$ Rozas,$ 2009)$ to$ infer$ the$ two$ alleles$ present$ in$

heterozygous$ individuals$ at$ each$ locus$ through$ Bayesian$ inference$ (Garrick$ et$ al.$ 2010).$ Indels$ were$

coded$in$FastGap$1.0.8$(Borchsenius,$2007).$

4.2.3.%Phylogenetic%reconstructions%based%on%plastid%and%nuclear%regions%
$
Phylogenetic$ relationships$ were$ inferred$ using$Maximum$ Parsimony$ (MP)$ and$ Bayesian$ Inference$ (BI)$

methods,$ considering$ separately$ (i)$ the$ three$ concatenated$ pDNA% loci,% (ii)$ ITS2,$ and$ (iii)$ PEPC% E7.$

Applying$MP$principles,$median>joining$networks,$based$on$single>nucleotide$polymorphisms$(SNPs)$and$

insertions–deletions$(indels),$were$represented$using$the$software$Network$4.6.1.3$(Bandelt$et$al.,$1999).$

For$the$BI$approach,$we$used$MrBayes$3.1.2$(Ronquist$&$Huelsenbeck,$2003),$implementing$the$following$

evolutionary$ models$ selected$ according$ to$ the$ Bayesian$ Information$ Criterion$ (BIC,$ Schwarz,$ 1978)$

provided$by$jModelTest$2.1.7$(Darriba$et$al.,$2012):$F81$for$pDNA,$HKY+G$for$ITS2,$K80$for$PEPC%E7%2nd$

codon$ position,$ and$ JC$ for$ PEPC% E7% 1st$ and$ 3rd$ codon$ positions.$ The$ Binary$ model$ implemented$ in$

MrBayes$for$restriction$sites$was$used$for$the$indel$binary$dataset$with$the$command$“coding$=$variable”$to$

adjust$for$characters$not$included$in$this$matrix,$as$suggested$by$Ronquist$and$Huelsenbeck$(2003).$The$

Metropolis$ Coupled$ Markov$ Chains$ (MCMC)$ with$ Monte$ Carlo$ simulations$ were$ run$ for$ 10,000,000$

generations,$ with$ a$ tree$ sampled$ every$ 1,000$ generations.$ Chain$ stationarity$ was$ checked$ using$ the$

average$standard$deviation$of$ split$ frequencies$ (Gelman$&$Rubin,$1992),$and$was$achieved$after$5,000$

generations$(burn>in).$A$50%$majority$rule$consensus$tree$was$constructed$from$the$remaining$trees.$

4.2.4.%Plastome%sequencing%using%HTS%tools%and%bioinformatics%
$
High$Throughput$Sequencing$technology$was$applied$to$obtain$more$polymorphic$pDNA$data$for$each$of$

nine$species$ in$order$to$ improve$phylogenetic$resolution$and$perform$molecular$dating.$We$used$a$cost>

effective$ enrichment$ through$ hybridisation$ capture$ of$ plastome$ at$ deep$ multiplexing$ levels,$ following$

Mariac$et$al.$ (2014).$ In$summary,$DNA$extracts$were$sheared$using$a$Bioruptor®$Pico$(Diagenode$SA.,$

Liège,$ Belgium)$ to$ yield$ sonicated$ fragments$ around$ ca.$ 400$ bp.$ Sheared$ and$ sized$ DNA$ was$ then$

repaired$and$tagged$using$6>bp$barcodes$for$multiplexing$all$the$samples$(Rohland$&$Reich,$2012),$after$

AMPure$XP$bead>based$sample$clean>up$steps$(Agencourt$Bioscience,$Beckman$Coulter,$Brea,$USA).$To$
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capture$ chloroplast$ sequences$ directly$ by$ hybridisation$ from$ the$ genomic$ DNA$ libraries,$ we$ used$

biotinylated$ probes$ previously$ produced$ in$ the$ laboratory$ for$ another$ Leguminosae$ tree$ from$ the$ same$

Detarieae$clade,$Guibourtia%tessmannii,$using$18$long>range$universal$PCR$primers$combinations$(Uribe>

Convers$et$al.,$2014)$with$the$LongAmp®$Taq$PCR$Kit$(New$England$Biolabs,$Beverly,$USA).$Real>time$

PCRs$ were$ then$ performed$ to$ generate$ the$ plastome>enriched$ genomic$ libraries,$ on$ a$ StepOnePlus$

(Applied$ Biosystems,$ Foster$ City,$ USA).$ Paired>end$ sequencing$ (2$ ×$ 150$ bp)$ was$ performed$ on$ an$

Illumina$MiSeq$with$reagent$kit$V2$at$ the$GIGA$platform$(Liège,$Belgium),$using$c.$1/100th$of$ the$run$for$

each$plastome$enriched$sample.$

The$plastome$enrichment$phase$does$not$guarantee$that$all$parts$of$the$plastome$are$captured,$given$that$

we$used$probes$made$ from$another$ related$species.$Thus$ the$protocol$of$genomic$ libraries$preparation$

was$also$applied$without$ enrichment$ to$ reconstruct$ a$ reference$plastome$on$one$ sample$of$A.%africana$

from$Benin,$using$c.$1/30th$of$the$MiSeq$run.$An$independent$genomic$library$was$also$obtained$for$Intsia%

bijuga.$

Demultiplexing$ based$ on$ the$ 6>bp$ barcodes$ was$ performed$ using$ the$ freely$ available$ python$ script$

Demultadapt$ (https://github.com/Maillol/demultadapt),$ using$ a$ 0>mismatch$ threshold.$ Adapters$ and$ low>

quality$bases$were$removed$using$Cutadapt$1.2.1$(Martin,$2011)$with$the$following$options:$quality$cut>off$

=$ 20,$minimum$overlap$=$ 7$ and$minimum$ length$ =$ 35.$Reads$with$ a$mean$quality$ lower$ than$ 30$were$

discarded$ afterwards$ using$ a$ freely$ available$ perl$ script$ (https://github.com/SouthGreenPlatform/arcadN

hts/blob/master/scripts/arcad_hts_2_Filter_Fastq_On_Mean_Quality.pl).$The$software$Mitobim$1.5$ (Hahn$

et$al.,$2013)$was$used$to$reconstruct$the$plastid$genome$of$A.%bipindensis,$assembling$the$reads$from$the$

non>enriched$ genomic$DNA$ library.$Mitobim$mapped$ these$ reads$ using$MIRA$ 3.4.1.1$ (Chevreux$ et$ al.,$

1999)$ to$ highly$ conserved$ regions$ of$ the$ closely$ related$ reference$ genome$ available$ in$ GenBank:$

Tamarindus% indica$ (Leguminosae$ DetarieaeH$ NC_026685.1).$ The$ mapping$ of$ plastid$ DNA$ enriched$

libraries$was$performed$using$Bwa$Mem$0.7.5a>r405$(Li$&$Durbin,$2009)$with$>M$and$>B$4$options,$using$

the$ plastid$ reference$ genomes$ reconstructed$ in$ the$ previous$ steps$ with$ the$ genomic$ library$ of$ A.%

bipindensis.$ Samtools$ 1.1$ (Li$ &$ Durbin,$ 2009)$ was$ used$ to$ generate$ a$ mpileup$ file$ with$ option$ –B,$

following$Scarcelli$et$al.$(2015).$We$used$Varscan$2.3.7$(Koboldt$et$al.,$2012)$to$call$SNPs$(option$–min>

var>freq$set$to$50%)$before$converting$it$to$a$fasta$multi>alignment$file.$

Plastome$ sequences$ from$ Afzelia$ and$ Intsia$ were$ aligned$ in$ MEGA$ 5.0.3$ (Tamura$ et$ al.,$ 2011).$ The$

model$ JVM+G$was$ chosen$using$ jModelTest$ 2.1.7$ (Darriba$et$ al.,$ 2012).$The$appropriate$ code$ for$ this$

model$was$imported$from$the$BEAST$webpage$(http://beast.bio.ed.ac.uk/substitutionNmodelNcode)$and$we$

modified$the$input$file$accordingly.$

4.2.5.%Fossil%calibration%and%molecular%dating%
$
Dated$phylogenies$were$reconstructed$for$(i)$ the$nine$plastomes$and$(ii)$ the$17$haplotypes$of$ the$PEPC%

E7$with$the$Bayesian$MCMC$analysis$implemented$in$BEAST$v1.7.4$(Bayesian$Evolutionary$Analysis$by$

Sampling$ TreesH$ Drummond$ &$ Rambaut,$ 2007).$ To$ time>calibrate$ the$ phylogenies$ we$ considered$ an$

Afzelia$ fossil$ dated$ to$ 27.23$ Ma$ (Pan$ et$ al.,$ 2010)$ which$ provides$ a$ minimal$ age$ for$ the$ divergence$
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between$Intsia$and$Afzelia.$As$these$sister$genera$belong$to$the$large$Amherstieae$clade$(Bruneau$et$al.,$

2008),$ they$must$ have$ diverged$more$ recently$ than$ the$ age$ of$ Amherstieae,$ estimated$ at$ 52.1$Ma$ by$

Bruneau$et$al.$(2008).$Thus,$we$anchored$the$phylogenies$by$setting$the$age$of$the$divergence$between$

Intsia$ and% Afzelia$ as$ a$ gamma$distributed$ random$ variable$ offset$ by$ 27.23$Ma$ (shape$=$ 4,$ scale$ =$ 2),$

giving$a$95%$confidence$ interval$between$29.5$and$42.8$Ma.$An$XML$ file$was$generated$using$BEAUti$

(Bayesian$ Evolutionary$ Analysis$ Utility).$ An$ uncorrelated$ lognormal$ relaxed$ clock$ model$ and$ a$ Yule$

process$ of$ speciation$ were$ applied.$ Two$ MCMC$ analyses$ were$ run$ for$ 50$ million$ generations$ each,$

sampling$ trees$ at$ 1,000$ step$ intervals.$We$ used$ Tracer$ 1.4$ (Drummond$ &$ Rambaut,$ 2007)$ to$ assess$

convergence,$estimate$Effective$Sample$Sizes$(ESS),$and$examine$the$posteriors$of$all$ the$parameters.$

Runs$were$associated$with$LogCombiner$after$removing$the$first$10,000$samples$as$burn>in.$Mean$heights$

were$taken$in$TreeAnnotator$1.4.8$(Drummond$&$Rambaut,$2007),$and$trees$were$plotted$in$FigTree$1.1.2$

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).$$

4.2.6.%Morphometric%analyses%
$
Morphological$analyses$were$performed$on$38$herbarium$specimens$corresponding$to$six$African$Afzelia$

taxa$(A.%africana,$A.%bella%var.%bella,%A.%bella%var.%gracilior,%A.%bipindensis,%A.%parviflora,%and$A.%quanzensis$

–$ Table$ 2),$ for$ which$ fully$ opened$ flowers$ could$ be$ studied$ (no$ fertile$ vouchers$ were$ available$ for$A.%

peturei$ and$A.% pachyloba$ specimens).$ Fifteen$ vegetative$ characters$ related$ to$ leaves$ (8$ quantitative,$ 7$

qualitative)$and$seven$floral$traits$related$to$petal,$pedicel$and$bracteole$(4$quantitative,$1$qualitative)$were$

measured$(see$Fig.$1$and$Table$3).$One$open$flower$per$specimen$was$rehydrated$in$boiling$water$for$30$

s$ to$ 1$ min$ to$ facilitate$ dissection$ in$ distilled$ water.$ Quantitative$ characters$ were$measured$ with$ graph$

paper,$ recorded$as$numeric$ (continuous$or$discrete)$values$and$standardized$ (Poulsen$&$Nordal,$2005H$

Marcysiak$ et$ al.,$ 2007),$ whereas$ qualitative$ characters$were$ recorded$ as$ factors$ and$ not$ standardized$

(Sneath$&$Sokal,$1973).$

To$ investigate$ independently$ the$ assignation$ of$ specimens$ to$ species$ and$ to$ identify$ discriminant$

variables,$a$Hill>Smith$analysis$was$first$performed$(Hill$&$Smith,$1976),$using$the$function$dudi.hillsmith%in$

the$Ade4$package$(Chessel$et$al.,$2004H$Dray$et$al.,$2007)$available$in$R$3.1.2$(R>Core$Team,$2013).$Data$

were$ ordinated$ on$ a$ biplot$ graph$ using$ a$ principal$ coordinate$ analysis$ (PCoA)$ and$ the$ Gower$ index.$

These$analyses$were$first$performed$separately$on$the$vegetative$and$floral$traits,$before$combining$them.$

Quantitative$variables$were$examined$using$the$Shapiro>Wilk$test$of$normality$(Royston,$1982)$available$in$

the$package$Stats$in$R$3.1.2.$For$10$out$of$the$13$quantitative$characters,$normality$was$confirmed$and$a$

one>way$analysis$of$variance$(ANOVA)$was$performed$(Sokal$&$Rohlf,$1995).$For$ the$ three$non>normal$

variables,$the$non>parametric$Kruskal>Wallis$test$was$performed$(Hollander$&$Wolfe,$1973).$For$each$test,$

the$null$hypothesis$(H0)$was$“no$difference$between$means$or$medians$for$each$group$of$morphospecies”.$

When$the$null$hypothesis$was$rejected,$we$conducted$multiple$comparisons$between$means$and$medians$

to$determine$which$groups$were$different$using$ the$Tukey’s$Honestly$Significant$Difference$ test$ (Tukey,$

1977)$ and$ the$ test$ of$ kruskalmc$ (Siegel$ &$ Castellan,$ 1988)$ available$ in$ the$ PGIRMESS$ package$

(Giraudoux,$2013).$
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Table%2:%Material$used$for$the$morphometric$analyses$of$African$species$of$Afzelia%

$
%

Taxon% Geographic%origin% Herbarium% Voucher%% Collectors%
A.%africana%1% Cameroon$ WAG$$ 15535$ Meijer$$W.$
A.%africana%2% Cameroon$ WAG$$$ 4708$ Geerling$$C.$
A.%africana%3% Cameroon$ WAG$$$ 13335$ na$
A.%africana%4% Benin$ BR$$ 8$ Pierret$$H.$$
A.%africana%6% Senegal$ BR$$ 7265$ Berhaut$
A.%africana%8% DRC$ BR$$ 2218$ Lebrun$$J.$$
A.%bella%var%bella%1% Cameroon$ BR$$ 8307$ Bos$$J.J.$$
A.%bella%var%bella%2% Gabon$ BR$$ 14446$ Breteler$$F.J.$$
A.%bella%var%bella%3% Cameroon$ BR$$ 942$ van$der$Burgt$$X.M.$$
A.%bella%var%bella%4% DRC$ BR$$ 9785$ Louis$$J.$$
A.%bella%var%bella%5% DRC$ BR$$ 1027$ Lebrun$$J.$
A.%bella%var%gracilior%1% Ghana$ BR$$ 5811$ Andok$$J.E.$$
A.%bella%var%gracilior%2% Guinea>Conakry$ BR$$ 27$ Haba$
A.%bella%var%gracilior%3% Liberia$ WAG$$$ 10254$ Jongkind$$C.C.H.$$
A.%bella%var%gracilior%4% Guinea>Conakry$ WAG$$$ O.O.$Haba$27$ WAG1704893$
A.%bipindensis%1% Cameroon$ BR$$ 8033$ de$Wilde$$J.J.F.E.$$
A.%bipindensis%3% Gabon$ BR$$ 7806$ Le$Testu$$G.$$
A.%bipindensis%4% Gabon$ BR$$ na$ na$
A.%bipindensis%5% RCA$ BR$$ 3930$ Le$Testu$$G.$$
A.%bipindensis%6% RCA$ BR$$ 4664$ Le$Testu$$G.$$

A.%bipindensis%7% Gabon$ BR$$ 344$ Arends$ $ J.C.$ /$ Louis$ $ A.M.$ /$ de$ Wilde$$
J.J.F.E.$$

A.%bipindensis%8% Gabon$ BR$$ 7185$ Le$Testu$$G.$$
A.%bipindensis%9% DRC$ BR$$ 1341$ na$
A.%bipindensis%10% DRC$ BR$$ 35$ Hardy$Y./$Mwene$Ditu$
A.%quanzensis%1% Mozambique$ BR$$ 7529$ Jansen$$P.C.M.$$
A.%quanzensis%2% Zambia$ BR$$ 898624$ Milne>Redhead$$E.$$
A.%quanzensis%3% Zambia$ BR$$ 1233$ Milne>Redhead$$E.$$
A.%quanzensis%4% Angola$ BR$$ 1138$ Raimundo$F.$$/$Matos$e$Figueira$$C.$
A.%quanzensis%5% Kenya$ BR$$ 542$ Reitsma$$J.M.$$
A.%parviflora%1% Liberia$ BR$$ 10979$ Jongkind$$C.C.H.$$
A.%parviflora%2% Siera>Leone$ BR$$ 1438$ van$der$Burgt$$X.M.$$

A.%parviflora%3% Liberia$ BR$$ 3751$ de$Wilde$$J.J.F.E.$/$Voorhoeve$$A.G.$$

A.%parviflora%4% Liberia$ BR$$ 159$ Konneh$$P.V.$$
A.%parviflora%5% Liberia$ BR$$ 288$ Voorhoeve$$A.G.$$
A.%parviflora%6% Liberia$ WAG$$$ 2935$ Bos$$J.J.$$
A.%parviflora%7% Liberia$ WAG$ 1071$ Voorhoeve$$A.G.$$
A.%parviflora%8% Liberia$ WAG$$$ 922$ Bos$$J.J.$$
A.%parviflora%9% Liberia$ WAG$ 1226$ Voorhoeve$$A.G.$$
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%
Figure%1:% Illustration$of$some$of$the$main$vegetative$and$floral$characters$used$to$identify$African$Afzelia$species:$A.%
bipindensis$ (A),$A.$pachyloba% (B),%A.%africana$ (C,$E,$F),$and$A.%bella$ (D,$G).$1:$L_qt_Pl,$Petiole$ lengthH$2:$L_qt_Sl,$
Spine$ lenghtH$ 3:$ L_qt_RILl,$ Ratio$ lenght/width$ inferior$ leafletH$ 4:$ L_qt_Pel,$ Petiolule$ lengthH$ 5:$ L_qt_RSLl,$ Ratio$
lenght/width$ superior$ leafletH$ 6:$ F_qt_Pedl,$ Pedicel$ lengthH$ 7:$ F_qt_Rl,$ Receptacle$ lengthH$ 8:$ F_qt_RLlBr,$ Ratio$
length/width$sepalsH$9:$F_qt_Pl,$Petal$length.$
%
%
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Table% 3:%Morphometric$ variables$ assessed$ for$ the$ study$ of$ African$ species$ of$Afzelia.$ Continuous$ variables$ were$
measured$in$mmH$L=LeaveH$F=FlowerH$qt=quantitative$and$ql=qualitative$
 
N°% Characters% Codes% States%
1$ Leaf$length$ L_qt_Ll$ Continuous$(mm)$
2$ Spine$length$ L_qt_Sl$ Continuous$(mm)$
3$ Petiole$length$ L_qt_Pl$ Continuous$(mm)$
4$ Number$of$leaflets$ L_qt_Len$ Discrete$(number)$
5$ Lower$leaflets$aspect$ L_ql_Lela$ ShinyH$dull$
6$ Higher$leaflets$aspect$ L_ql_Lehi$ ShinyH$dull$
7$ Petiolule$length$ L_qt_Pel$ Continuous$(mm)$
8$ Number$secondary$veins$ L_qt_NSV$ Discrete$(number)$
9$ Vein$aspect$$ L_ql_VA$ CoriaceousH$fine$
10$ Ratio$length/width$superior$leaflet$ L_qt_RSLl$ Continuous$
11$ Ratio$length/width$inferior$leaflet$ L_qt_RILl$ Continuous$
12$ Leaflets$general$form$ L_ql_Legf$ EllipticH$ovalH$oblongH$falciformH$obovate$
13$ Leaflets$apex$form$ L_ql_Leaf$ ScallopedH$mucronate$apexH$acuminateH$

mucronate$apex$with$black$spot$

14$ Leaflets$basal$form$ L_ql_Lebf$ RoundedH$attenuatedH$truncated$
15$ Translucent$dots$ L_ql_Letd$ YesH$no$
16$ Petal$length$ F_qt_Pl$ Continuous$(mm)$
17$ Petal$hairs$ F_ql_Ph$ PubescentH$glabrousH$downy$$
18$ Pedicel$length$ F_qt_Pedl$ Continuous$(mm)$
19$ Receptacle$length$ F_qt_Rl$ Continuous$(mm)$
20$ Ratio$length/width$sepals$ F_qt_RLlBr$ Continuous$
21$ Ovary$hairs$ F_ql_Oh$ Everywhere$ pubescentH$ glabrousH$

pubescent$ on$ 1$ or$ 2$ edges$ onlyH$
pubescent$ on$ one$ side$ onlyH$ downyH$
pubescent$at$the$base$

22$ Ovary$length$ F_qt_Ol$ Continuous$(mm)$
%
Table% 4:$Characteristics$and$polymorphism$of$ the$ four$plastid$and$ two$nuclear$DNA$ regions$sequenced$ for$Afzelia$
taxa.$aPhylogeny$with$MrBayes$and$NetworkH$bMolecular$dating$with$BEASTH$n:$All$missing$data$are$replaced$by$N$in$
plastome$sequences$$

Locus%
Number% of%
samples%
amplified%

Alignment%
length%

Number%
of%Indels% Polymorphic%

sites%
ParsimonyM
informative%
sites%

Model% of%
evolution%

ITS2
a
% 15$ 471$ 0$ 125$(26.5%)$ 73$(58.4%)$ HKY+G$

PEPC%E7a% 31$ 558$
0$

31$(5.5%)$ 14$(45.2%)$
K80$ (2nd)$ &$ JC$
(1st$ &$ 3rd$ codon$
positions)$

$
psbA

a
% 31$ 368$ 10$ 15$(4.1%)$ 13$(86.7%)$ F81$

ndhF
a
% 31$ 486$ 0$ 2$(0.4%)$ 2$(100.0%)$ F81$

trnL
a
% 31$ 432$ 9$ 5$(1.2%)$ 3$(60.0%)$ F81$

Plastome
b
% 9$ $174255$ n$ 4370$(2.5%)$ $692$(15.8%)$ TVM+G$$
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4.3.%Results%

4.3.1.%DNA%polymorphism%
$
The$combined$pDNA$ (psbA,$ndhF$and$ trnL)$matrix$comprised$1,286$bp$and$31$samples.$ It$ included$21$

coded$ indels$and$22$single$nucleotide$polymorphic$sites$of$which$90%$were$parsimony>informative$sites$

(Table$4).$A$total$of$12$pDNA$haplotypes$were$identified$for$Afzelia,$using$the$MP$approach$developed$in$

the$software$NETWORK.$Haplotypes$of$A.%quanzensis$(H1$and$H2)$and$A.%africana$(H4,$H5$and$H12)$are$

distinct$and$never$shared$with$other$rain$forest$speciesH$while$some$haplotypes$(H6$and$H7)$are$shared$

between$rain$forest$species$(Fig.$2AB).$Private$haplotypes$appear$however$for$A.%bella$(H8$and$H9)$and$

A.%parviflora$(H10)$(Fig.$2B).$
$

$
Figure% 2:$ Location$ of$ sequenced$ samples$ of$ African$Afzelia$ species$ (A),$ and$Median>joining$ haplotypes$ networks$
based$ on$ the$ plastid$ DNA$ concatenated$ regions$ ndHF84FNndHF713R,$ psbANtrnH$ and$ trnL>intron$ (B)$ and$ on$ the$
nuclear$PEPC%E7%gene$ (C).$Haplotypes$ in$dark$grey$and$black$ represent$ the$outgroup$ taxon$ Intsia%bijuga$ and$ the$
Asian$Afzelia%xylocarpa,$respectively.$Black$dashes$represent$the$number$of$mutations$along$each$branch.$
$

The$ nDNA$ PEPC$ E7$ alignment$ of$ 31$ samples$ reached$ 558$ bp$ in$ length,$ with$ 31$ polymorphic$ sites.$

Heterozygous$sites$(10$sequences$with$one$heterozygous$site$and$one$sequence$with$two$heterozygous$
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sites)$were$treated$with$the$PHASE$algorithm$which$provided$a$total$of$17$haplotypes.$Despite$the$fact$that$

the$ PEPC$ E7$ haplotype$ H5$ is$ shared$ between$ all$ Afzelia$ rain$ forest$ species,$ each$ of$ these$ species$

harbours$ private$ haplotypes:$ H4$ and$ H6$ for$ A.% parviflora,$ H7$ for$ A.% bipindensis,$ H8$ and$ H9$ for$ A.%

pachyloba,%H10,$H11$and$H12$ for$A.%bella% (Fig.$2AC).$Haplotypes$of$A.%africana$ (H13$and$H14)$and$A.%

quanzensis$(H15,$H16$and$H17)$are$distinct$and$never$shared$with$other$rain$forest$species,$as$previously$

noted$for$the$pDNA$data$(Fig.$2C).$

Regarding$ the$ nDNA$ ITS2$ region$ aligned$ on$ 471$ bp,$ 11$ haplotypes$ were$ defined$ among$ the$ 15$

individuals$successfully$sequenced.$Despite$the$lower$sampling$in$comparison$to$other$markers,$this$locus$

revealed$ a$ high$ level$ of$ polymorphism$ with$ 125$ polymorphic$ sites$ among$ which$ 73$ were$ parsimony>

informative$(Table$4).$There$was$no$shared$haplotype$between$species$but$ the$ limited$sample$size$may$

have$prevented$us$detecting$shared$haplotypes.$

The$genomic$ library$ of$A.% africana%used$ for$ reconstructing$ the$ reference$plastome$ (size$of$ 159,728$bp)$

contained$ 1,250,176$ R1>R2$ paired$ reads,$ of$ which$ 2.77%$ appeared$ to$ be$ of$ plastid$ origin,$making$ an$

average$ depth$ of$ 30X.$ For$ the$ nine$ enriched$ libraries,$ on$ average,$ 336,590$ R1>R2$ paired$ reads$ (SD:$

230,665)$ were$ obtained$ for$ each$ plastome$ capture,$ of$ which$ 97.17%$ (stdev$ 1.5%)$ appeared$ to$ be$ of$

plastid$origin,$illustrating$a$good$yield$for$pDNA$enrichment.$The$average$depth$was$304X$(mean$SD:$195)$

and$ the$ mean$ coverage$ at$ 10X$ was$ around$ 78.8%$ (SD:$ 0.05%).$ After$ SNP$ (Single$ Nucleotide$

Polymorphic)$ calling,$ 579$ SNPs$ were$ retained$ and$ used$ for$ reconstructing$ fasta$ files$ of$ complete$

plastomes,$which$formed$nine$haplotypes.$

4.3.2.%Phylogenetic%relationships%and%timing%of%diversification%of%the%genus%Afzelia(
$
Bayesian$phylogenetic$reconstructions$indicate$that$while$each$African$diploid$species$(A.%africana$and$A.%

quanzensis)$ appears$ monophyletic,$ the$ tetraploid$ rain$ forest$ species$ are$ paraphyletic$ and$ embedded$

within$a$ clade$excluding$A.%africana$ and$ the$Asian$ species$ (Appendix% S2).$An$ important$ incongruence$
between$ pDNA$and$ nDNA$datasets$ appears$ for$ the$ position$ of$ the$Afzelia% quanzensis$ clade:$ the$ latter$

belongs$ to$ a$ clade$ including$ all$ tetraploid$ rain$ forest$ species$ according$ to$ pDNA$ (including$ the$ whole$

plastome$phylogeny),$while$it$is$not$related$to$tetraploids$but$appears$sister$to$A.%africana$according$to$the$

PEPC$E7$and$ITS2$phylogenies$(Appendix%S2).$The$two$Asian$Afzelia$species$form$a$clade$according$to$
the$whole$plastome$phylogeny$but$their$divergence$from$African$Afzelia$is$not$well$resolved:$they$could$be$

sister$to$the$clade$of$diploid$African$species$or$to$the$clade$of$tetraploid$species$according$to$the$PEPC$E7$

phylogeny.$ According$ to$ the$ whole$ plastome$ phylogeny$ they$ appear$ sister$ to$ the$ clade$ including$

tetraploids$and$A.%quanzensis,$where$A.%africana$is$the$most$basal$(Fig.$3A).$

The$diversification$of$Afzelia$seems$to$have$started$in$the$early$or$mid>Miocene,$the$posterior$mean$age$of$

the$common$ancestor$(MRCA)$of$Afzelia$being$estimated$at$14.5$Ma$(95%$highest$posterior$density$HPD$

between$6.7$and$27.2$Ma)$according$ to$plastomes,$and$20$Ma$ (95%$HPD$between$11.0$and$32.0$Ma)$

according$ to$PEPC%E7$ (Fig.$ 3AB).$ The$ Asian$ species$ sequenced$would$ have$ diverged$ just$ afterwards$

(12.5$Ma$or$16.8$Ma$ago$according$to$plastomes$and$PEPC%E7$data,$respectively).$The$diversification$of$
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tetraploid$rain$forest$Afzelia$would$have$started$in$the$late$Miocene$(age$of$MRCA$of$haplotypes$estimated$

at$7.0$Ma$and$9.4$Ma$according$to$plastomes$and$PEPC%E7,$respectively).$$

$

$
Figure%3:$Divergence$time$chronograms$of$the$whole$plastomes$(A)$and$the$nDNA$PEPC$E7$haplotypes$(B,$see$Fig.$
2C$ for$ corresponding$ haplotype$ numbers)$ sampled$ in$Afzelia$ species$ (Bayesian$maximum$ clade$ credibility$ trees).$
Numbers$on$nodes$indicate$the$mean$divergence$time$estimate$(in$Ma)$and$numbers$on$branches$the$branch$support$
(posterior$ probability).$ Bars$ indicate$ the$ 95%$ highest$ posterior$ density$ intervals$ around$ node$ ages.$ The$ names$ of$
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tetraploid$species$have$been$omitted$from$panel$B$because$they$share$some$of$the$PEPC$E7$haplotypes.$In$fact,$as$
the$ four$ tetraploid$ species$ (4X)$ share$ both$ pDNA$ and$ nDNA$ haplotypes$ (Fig.$ 2B,C),$ divergence$ times$ between$
tetraploid$samples$should$not$be$interpreted$as$the$corresponding$divergence$times$between$tetraploid$species.$%
$

Although$ pDNA$ and$ nDNA$ data$ diverge$ regarding$ the$ position$ of$A.% quanzensis,$ they$ both$ situate$ the$

divergence$ between$ A.% quanzensis$ and$ A.% africana% in$ the$ mid$ or$ late$ Miocene$ (14.5$ Ma$ and$ 8$ Ma$

according$to$plastomes$and$PEPC%E7,$respectively)$(Fig.$3AB).$

4.3.3.%Morphologic%differentiation%and%species%delimitation%
$
The$ projection$ of$ the$ PCoA$ using$ the$ two$ first$ axes$ (axis$ 1:$ 11.6%$ and$ axis$ 2:$ 8.86%)$ for$ the$ floral$

variables$ measured$ on$ five$ Afzelia$ species$ (A.% africana,$ A.% bella,$ A.% bipindensis,$ A.% parviflora,$ A.%

quanzensis)$ showed$ that$ A.% africana$ and$ A.% bipindensis$ are$ well$ differentiated,$ whereas$ A.% bella,$ A.%

parviflora$ and$ A.% quanzensis$ present$ overlapping$ morphological$ traits$ (Fig.$ 4A).$ Similar$ results$ were$

obtained$with$the$other$axes.$$

$

 
Figure%4:$Morphological$variability$of$38$specimens$of$African$Afzelia$for$seven$floral$characters$(A)$and$15$vegetative$
characters$ (B),$ using$ the$ two$first$ principal$ coordinates$ (PCoA,$Hill>Smith$analysis).$Abip:$A.%bipindensis]$Abelb:$A.%
bella%var%bellaH$Abelg:$A.%bella%var%graciliorH$Aparv:$A.%parvifloraH$Aafr:$A.%Africana]$Aqua:$A.%quanzensis.$See$Table$3$
for$codes$of$morphological$characters.$
$

By$contrast$the$vegetative$characters$provided$distinct$groups$delimiting$each$species,$with$the$exception$

of$A.$bipindensis$ that$ overlaps$with$ the$ two$ varieties$ of$A.% bella$ included$ in$ the$analysis$ (PCoA$axis$ 1:$

21.23%$and$axis$2:$10%H$Fig.$4B).$The$main$discriminant$variable$is$the$general$form$of$leaflets:$elliptic$or$

oval$for$A.$africana$and$A.%quanzensis,$oblong>falciform$for$A.%parviflora,$oblong$and$oblong>obovate$for$A.%

bella$ and$ A.% bipindensis.$ In$ addition,$ dry$ forest$ species$ (A.% africana$ and$ A.% quanzensis)$ are$ clearly$

segregated$from$rain$forests$species$(A.%bella,$A.%bipindensis,$and$A.%parviflora)$along$the$first$PCoA$axis.$

This$same$pattern$is$also$observed$by$combining$vegetative$and$floral$variables$for$all$these$five$species.$

The$main$discriminant$variables$which$separate$dry$forest$versus$rain$forest$species$are,$respectively:$(i)$
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the$ rounded$ versus$ truncated>attenuated$ basal$ leaflet$ shapeH$ (ii)$ at$ the$ distal$ end$ of$ the$ leaflets,$ the$

scalloped$versus$acuminate$and$mucronate$(sometimes$with$black$spots)$(Fig.$4B).$

The$ pairwise$ comparisons$ of$ means$ or$ medians$ using$ the$ Tukey>Kramer$ or$ Kruskal>Wallis$ methods$

revealed$significant$differences$among$species$ for$all$quantitative$variables$except$ the$ length$of$pedicel$

and$ the$ ratio$ length/width$ of$ bracteoles$ (Table$ 5).$ By$ contrast,$ few$ characters$ differed$ significantly$

between$dry$and$rain$forest$species.$

$
Table%5:%Mean$±$standard$deviation$[range]$of$13$quantitative$morphometric$variables$measured$in$six$Afzelia$ taxa.$
Significant$ differences$ of$ means$ (10$ normally$ distributed$ variables)$ or$ medians$ (three$ not$ normally$ distributed$
variables,$ grey$ shading)$ among$ taxa$ tested$ using$ Tukey>Kramer$HSD$and$Kruskal>Wallis$ tests,$ respectively.$ Taxa$
that$do$not$differ$significantly$share$a$common$subscript$letter.$See$Table$3$for$abbreviations.$

$

$$ F4.33% Pvalue%
A.% Africana%

(6)%
A.%quanzensis%

(5)%%
A.% bella% var%

bella%(5)%
A.% bella% var%

gracilior%(4)%

A.%

bipindensis%

(9)%

A.% parviflora%

(9)%

L_qt_Ll% 16.6$ <0.0001***$
29.17a$ ±$
4.86$ 24.94ab±1.60$ 23.00b±2.32$ 19.50bc±$3.49$ 23.30b±2.19$ 15.67c±2.87$

% $ $ [22.5>35]$ [22.5>27]$ [20.5>26]$ [15.5>24]$ [16.5>26.5]$ [12.5>21]$
L_qt_Sl% 17.1$ <0.0001***$ 25.20a±$4.50$ 20.98ab±$1.04$ 19.30b±$1.90$ 16.25bc±3.12$$ 20.35b±$1.73$ 13.17c±$2.56$

% $ $ [18.7>30]$ [20>22.5]$ [17.5>22]$ [13>20.5]$ [18>23.5]$ [10>18]$
L_qt_Pl% 5.0$ 0.0017**$ 3.97a±$0.55$ 3.96a±$0.94$ 3.60ab±$0.89$ 3.76ab±$0.63$ 2.94ab±$0.68$ 2.50b±$0.54$
%% $$ $$ [3.5>5]$ [2.5>5]$ [3>5]$ [2.5>4]$ [2>4]$ [1.5>2.8]$

L_qt_NSV% 7.4$ <0.0001***$ 8.50a±1.38$ 7.40a±0.89$ 10.80bc±1.3
0$ 9.50abc±0.58$ 10.78b±0.97$ 9.00ac±1.50$

%% $$ $$ [7>10]$ [6>8]$ [9>12]$ [9>10]$ [10>13]$ [7>11]$
L_qt_Pel% 9.3$ <0.0001***$ 7.50a±1.18$ 6.36ab±1.96$ 5.60ab±1.02$ 4.08bc±0.65$ 5.06ab±1.47$ 3.46c±0.74$

% $ $ [6.5>9]$ [4.5>8.5]$ [4>6.5]$ [3.5>5]$ [3>7.5]$ [2.5>4.5]$
L_qt_RILl% 9.9$ <0.0001***$ 1.74ab±0.21$ 1.46b±0.15$ 1.76ab±0.23$ 2.40c±0.43$ 1.87a±0.16$ 1.98a±0.15$

% $ $ [1.5>2.04]$ [1.4>1.7]$ [1.4>2]$ [1.8>2.8]$ [1.6>2.05]$ [1.8>2.04]$
L_qt_RSLl% 4.5$ 0.0034**$ 2.00a±0.25$ 1.96a±0.19$ 2.38ab±0.25$ 2.50b±0.26$ 2.40b±0.29$ 2.23ab±0.20$
%% $$ $$ [1.6>2.4]$ [1.7>2.1]$ [2.1>2.7]$ [2.2>2.8]$ [2.02>2.8]$ [1.8>2.4]$
F_qt_Pl% 21.5$ <0.0001***$ 16.58a±$2.37$ 33.50c±$2.83$ 54.00b±$5.40$ 44.63bc±$5.00$ 40.80c±$7.00$ 40.06c±$9.12$

% $ $ [14>19.5]$ [31>38]$ [48.5>61]$ [41>52]$ [33>52]$ [28>59]$
F_qt_Pedl% 2.3$ 0.0663$ 8.00a±1.30$ 8.40a±2.07$ 9.66a±1.33$ 8.65a±2.62$ 10.22a±1.28$ 8.11a±1.50$

% $ $ [6.5>10]$ [7>12]$ [8.8>12]$ [5>11]$ [8.5>12]$ [6.5>11.5]$

F_qt_Rl% 9.7$ <0.0001***$ 8.65a±2.25$ 17.46bc±4.40$ 19.16bc±2.0
5$ 18.00bc±2.34$ 20.22b±5.21$ 14.67c±1.70$

% $ $ [5>11.5]$ [11>21.5]$ [15.5>20.3]$ [16.5>21.5]$ [12>28.5]$ [12.5>17.5]$
$$ χ25% %% %% %% %% %% %% %%

L_qt_Len% 17.0$ 0.0045*$ 4.50ab±0.55$ 6.00a±0.55$ 4.00ab±0.84$ 5.50ab±0.96$ 5.00ab±0.83$ 4.00b±0.60$

% $ $ [4>5]$ [5>6]$ [3>5]$ [4>6]$ [4>6]$ [3>5]$
F_qt_RLlB
r% 9.2$ 0.0999$ 1.30a±0.18$ 1.60a±0.24$ 1.80a±0.40$ 1.40a±0.20$ 1.40a±0.18$ 1.30a±0.16$

% $ $ [1.2>1.7]$ [1.1>1.7]$ [1.3>2.1]$ [1.1>1.6]$ [1.05>1.6]$ [1.1>1.3]$
F_qt_Ol% 15.9$ 0.0072*$ 6.35a±1.05$ 14.50b±4.42$ 9.50ab±1.30$ 10.00ab±7.30$ 12.00b±2.34$ 8.80ab±2.07$
%% $$ $$ [5.5>8.5]$ [8>18.5]$ [8.5>11.5]$ [6.5>23]$ [8>12.5]$ [5.5>12]$
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4.4.%Discussion%

4.4.1.%Phylogenetic%relationships%and%polyploid%evolution%in%the%genus%Afzelia(
$
Our$study$reveals$a$discrepancy$between$nuclear$and$plastid$phylogenies$reconstructed$within$the$genus$

Afzelia$ (Fig.$ 2).$ According$ to$ the$ two$ nDNA$markers,$ there$ is$ a$ clear$ separation$ between$ two$ African$

clades:$one$with$ four$ tetraploid$species$(A.%bella,$A.%bipindensis,$A.%pachyloba$and%A.%parviflora),$an$ the$

other$ with$ diploid$ ones$A.% africana$ and$A.% quanzensis$ (Fig.$ 3A).$ On$ the$ other$ hand,$ the$ three$ plastid$

regions$ reveal$ that$ the$ diploid$ species$ A.% quanzensis,$ although$ monophyletic,$ is$ included$ in$ a$ clade$

grouping$the$tetraploid$species,$rather$than$sister$to$A.%africanaH$a$topology$confirmed$by$whole$plastome$

sequencing$ (Fig.$ 3A).$ While$ reciprocal$ monophyly$ is$ observed$ for$ the$ two$ diploid$ species,$ all$ four$

tetraploid$species$appear$paraphyletic$and$share$several$haplotypes$(H5$for$nDNA$and$H6>H7$for$pDNAH$

Fig.$ 2).$ Therefore,$ our$ molecular$ phylogenies$ do$ not$ allow$ us$ to$ assess$ speciation$ events$ among$ the$

African$ rain$ forest$ species,$ suggesting$ they$ have$ diverged$ recently$ and/or$ are$ in$ the$ process$ of$

introgressing.$

The$observed$nuclear/plastid$ incongruence$could$have$ resulted$ from$ incomplete$ lineage$sorting$or$ from$

hybridisation$events.$The$ latter$ could$be$ linked$ to$ polyploid$ formation$ involving$more$ than$one$ species.$

Many$alternative$scenarios$could$be$conceived$to$explain$the$origin$of$polyploidization$in$this$genus$(e.g.$

involving$unreduced$gametes,$triploids,$Petit$et$al.,$1999H$Burton$&$Husband,$2000)$however,$only$a$much$

more$detailed$analysis$of$the$nuclear$genome$would$bring$additional$insights.$What$can$be$confirmed,$at$

least$for$the$tetraploids,$is$that$(i)$they$are$closely$related$between$themselves$and$did$not$derive$from$A.%

africana,$(ii)$an$ancestor$of$A.%quanzensis$would$have$provided$their$plastid$genome$but$not$their$nuclear$

genome,$ (iii)$ there$ is$no$evidence$of$a$multiple$origin$of$ the$ tetraploids$ (although$we$cannot$completely$

exclude$it$with$current$data).$

4.4.2.%Timing%of%diversification%of%the%genus%Afzelia%and%rain/dry%forest%transitions%
$
According$ to$ the$ plastome$ and$ PEPC% E7$ phylogenetic$ trees,$ time>calibrated$ by$ 27.2$ Ma$ old$ fossils$

attributed$to$Afzelia$(Pan$et$al.,$2010),$the$diversification$of$the$genus$leading$to$extant$species$seems$to$

be$concentrated$in$two$phases:$(i)$the$divergence$between$A.%africana,$the$Asian$Afzelia$species,$and$the$

clade$including$tetraploid$species$in$the$early$or$mid>Miocene,$from$12$to$15$Ma$(plastomes)$or$16$to$20$

Ma$ (PEPC%E7),$ (ii)$ the$ diversification$ of$ African$ tetraploid$ and$ wet$ forest$ species,$ initiated$ in$ the$ late>

Miocene$around$7.0$Ma$(plastome,$95%$HDP$2.8$>$15.1$Ma)$or$9.4$Ma$(PEPC%E7,$95%$HDP$3.5$>$18.8$

Ma).$ In$ fact,$ our$ gene$ trees$ do$ not$ allow$ us$ to$ assess$ speciation$ times$ between$ tetraploid$ species$

because$they$are$paraphyletic$and$share$many$haplotypes.$However,$our$gene$trees$are$still$indicative$of$

the$time$frame$of$diversification$of$the$tetraploids$taken$as$a$whole.$It$is$interesting$to$note$that$a$fossil$fruit$

from$Uganda$attributed$to$the$tetraploid$A.%bipindensis$has$been$dated$around$5$>$6.5$Ma$(Dechamps$et$

al.,$ 1992),$ which$ is$ compatible$ with$ the$ MRCA$ found$ for$ the$ tetraploid$ species.$ This$ tempo$ of$

diversification$ of$ the$ genus$Afzelia$ is$ consistent$ with$ evidence$ from$ several$ plant$ and$ animal$ lineages$

suggesting$that$Guineo>Congolian$rain$forest$species$originated$after$10$Ma$(Plana,$2004).$One$classical$
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hypothesis$ to$ explain$ the$ diversification$ of$ tropical$ species$ is$ that$ past$ climate$ changes$ (e.g.,$ the$

progressive$global$cooling$since$the$MioceneH$Zachos$et$al.,$2001),$drastically$modified$the$distribution$of$

ecosystems$and$could$have$favoured$species$diversification,$as$hypothesised$in$Leguminosae$(Pfeil$et$al.,$

2005H$ Cannon$ et$ al.,$ 2010).$ In$ Erythrophleum,$ another$ Leguminosae$ genus$ that$ includes$ African$ rain$

forest$ and$ dry$ forest$ species$ as$ well$ as$ Asian$ species$ (all$ diploid),$ Duminil$ et$ al.$ (2015)$ reported$ a$

diversification$ during$ the$ late>Miocene$ and$ Pliocene$ (3$ to$ 8$Ma)$ using$ plastid$ and$ nuclear$ gene$ trees.$

However,$ these$ authors$ detected$ a$more$ recent$ diversification$ (late>Pliocene$ and$Pleistocene,$ 0.6$ to$ 4$

Ma,$ for$ the$African$ species)$when$ they$ reconstructed$a$ species$ tree$using$ several$ nuclear$ genes.$This$

contradiction$between$species$trees$and$gene$trees$could$be$explained$by$the$slow$rate$of$coalescence$in$

organisms$with$a$long$generation$time,$such$as$trees,$favouring$paraphyly.$$

Afzelia$is$included$in$a$clade$of$mostly$Asian$tropical$tree$species$(Bruneau$et$al.,$2008),$so$African$Afzelia$

may$originate$from$Asia.$However,$Asian$Afzelia$do$not$occupy$the$most$basal$position$in$the$phylogenies,$

suggesting$ forth$ and$ back$ migrations$ between$ Asia$ and$ Africa,$ although$ data$ on$ more$ loci$ would$ be$

required$to$test$this$ idea.$The$alternation$of$cold$and$warm$periods$could$explain$successive$contraction$

and$expansion$of$rain$forests,$with$persistence$in$refuge$areas$(Maley,$1991,$1996H$Dauby$et$al.,$2014).$

Such$ phenomenon$ may$ have$ acted$ as$ a$ speciation$ pump$ for$ tetraploids$ but$ more$ detailed$

phylogeographical$ data$ are$ needed$ to$ confirm$ this$ hypothesis.$ The$ fragmentation$ induced$ by$ past$

Quaternary$climate$changes$could$have$favoured$the$habitat$shift$between$rain$and$dry$ forests$species,$

combined$ with$ the$ phenomenon$ of$ polyploidization.$ However,$ if$ tetraploids$ have$ a$ unique$ origin$ as$

supported$by$our$data,$the$correlation$between$ploidy$and$dry/rain$forest$habitat$may$be$spurious$and$due$

to$ niche$ conservatism$ after$ an$ initial$ niche$ diversification$ event$ coinciding$ with$ the$ polyploidization.$ As$

diploid$dry$forest$species$are$basal$while$tetraploid$rain$forest$species$form$a$derived$clade$according$to$

nuclear$ data,$ the$ rain$ forest$ Afzelia$ species$ could$ originate$ from$ dry$ forest$ species.$ However,$ an$

alternative$ scenario$with$ a$ rain$ forest$ dwelling$ ancestor$ cannot$ be$ excluded.$ Firstly,$ we$ can$ imagine$ a$

polyploidization$ scenario$ where$ the$ nuclear$ genome$ of$ tetraploids$ may$ derive$ from$ an$ extinct$ diploid$

species$that$could$have$already$been$adapted$to$rain$forests.$Secondly,$Asian$Afzelia$and$the$sister$genus$

Intsia% are$ not$ dry$ forest$ trees$ (Asian$ Afzelia$ species$ occur$ in$ deciduous$ or$ inundated$ forests,$ Intsia$

species$ are$ found$ in$ coastal$ or$ mangrove$ forests).$ Thirdly,$ the$ Afzelia$ fossil$ of$ 27$ Ma$ discovered$ in$

Ethiopia$came$from$a$riparian$forest$ecosystem$(Pan$et$al.,$2010).$

4.4.3.%Genetic%and%morphological%species%delimitation%in%Afzelia(
$
From$ the$patterns$obtained$ from$both$plastid$and$nuclear$markers,$we$ find$ that$each$diploid$ species$ is$

monophyletic$with$high$posterior$probabilities$while$ tetraploid$species$ form$a$monophyletic$group$whose$

internal$resolution$is$so$shallow$that$not$a$single$clade$can$be$recognized$and$several$tetraploid$species$

share$ nDNA$ or$ pDNA$ haplotypes$ (Fig.$ 2>3).$ This$ low$ potential$ of$ pDNA$ and$ nDNA$ to$ discriminate$

tetraploid$species$could$be$due$ to$ taxonomic$problems$ in$species$delimitation$and/or$ to$ the$ retention$of$

ancestral$polymorphism.$It$is$worth$noting$that$the$time$needed$to$reach$reciprocal$monophyly$can$be$very$

long$ in$ long>living$ organisms$ like$ canopy$ trees,$ and$ this$ effect$ is$ reinforced$ in$ polyploids.$ Indeed,$
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coalescence$ theory$ shows$ once$ a$ diploid$ population$ splits$ in$ two$ reproductively$ isolated$ populations$

(speciation$ event)$ of$ effective$ size$ Ne,$ at$ least$ 5$ Ne$ generations$ are$ needed$ to$ reach$ reciprocal$

monophyly$at$most$nuclear$genes$(Hudson$&$Coyne,$2002).$In$the$case$of$an$outbreeding$autotetraploid$

(tetrasomic$inheritance),$c.$10$Ne$generations$are$needed.$Thus,$assuming$a$Ne$of$at$ least$5,000$and$a$

mean$generation$ time$of$ ca.$200$years,$ it$ is$not$unlikely$ that$million(s)$of$ years$may$be$needed$after$a$

speciation$event$before$ reaching$ reciprocal$monophyly$ in$our$ tetraploid$species.$Therefore,$species$can$

be$paraphyletic,$similar$to$what$Dainou$et$al.$(2014)$as$well$as$Pennington$and$Lavin$(2016)$found$in$their$

species$delimitation$studies.$

Our$morphological$analyses$ (with$vegetative$ traits)$supported$ that$Afzelia$species$can$be$ordinated$ into$

two$ major$ groups,$ congruent$ with$ those$ revealed$ by$ our$ nDNA$ molecular$ phylogeny.$ Despite$ the$

morphological$differences$between$dry$and$rain$forest$species,$they$have$similarities$on$floral$and$seeds$

traits$(data$on$colour$of$petals$and$seeds$characteristics$not$available$in$herbarium),$related$potentially$to$

similar$ pollination$ mechanisms.$ Overall$ the$ tetraploid$ species$ do$ not$ appear$ well$ differentiated$

morphologically$ (with$ the$exception$of$A.%pachyloba,$not$ included$ in$our$analysis$due$ to$a$ lack$of$ fertile$

material,$but$characterized$by$small$leaflets).$

4.5.%Conclusion%
$
This$work$ is$ the$ first,$ to$our$ knowledge,$ to$assess$whether$polyploidization$could$be$ involved$ in$habitat$

shift$ in$ tropical$ trees.$Our$genetic$and$morphological$data$on$African$Afzelia$ species$ indicate$ that$while$

diploid$species$are$well$delimited,$ this$ is$not$ the$case$ for$most$of$ the$ tetraploid$species.$This$pattern$ is$

coherent$ with$ our$ molecular$ dating$ suggesting$ that$ tetraploids$ diversified$ more$ recently$ than$ diploids.$

African$ Afzelia$ show$ a$ strong$ association$ between$ species$ diversification,$ polyploidy$ and$ habitat$

specialisation,$suggesting$that$ the$differentiation$between$the$savannah>dwelling$diploid$species$and$the$

forest>dwelling$tetraploid$species$might$be$related$to$ecological$gradients$or$past$environmental$changes.$

However,$ because$ polyploids$ form$ a$ single$ clade,$ this$ ploidy>habitat$ association$ lacks$ phylogenetic$

independence$and$no$causal$link$can$be$inferred.$Additional$studies$on$tropical$genera$with$varying$ploidy$

levels$are$needed$to$test$if$polyploidization$can$facilitate$a$shift$of$habitat$in$the$tropics,$as$was$shown$for$

example$in$arctic$regions$(Brochmann$et$al.,$2004).$

4.6.%Data%Accessibility%
$
DNA$ sequences$ have$ been$ deposited$ in$GenBank$ under$ the$ following$ accession$ numbers:$ psbA/trnH:$

KX657797>KX657827H$ ndHF84F/ndHF713R:$ KX690241>KX690271H$ trnL:$ KX690210>KX690240H$ PEPC$

E7:$KX690272>KX690288H$ITS2:$KX690289>KX690303H$Plastomes:$KX673213>KX673214.$$

% %



! 90!

$ $



! 91!

$

$

$

CHAPITRE%5$$
SPATIAL$GENETIC$STRUCTURE$IN$AFRICAN$AFZELIA$(LEGUMINOSAE>
CAESALPINIOIDEA)$$SAVANNAH$SPECIES$:$EVIDENCE$OF$RECENT$

COLONISATION$AND$EXPANSION$
$

Le$chapitre$précédent$a$montré,$à$partir$des$divers$marqueurs,$que$les$deux$espèces$de$savannes$étaient$

génétiquement$ et$ morphologiquement$ bien$ différenciées.$ Diploïdes,$ leur$ divergence$ remonterait$ au$

Miocène.$Le$présent$chapitre$tente$de$retracer$l’histoire$des$deux$espèces$en$lien$avec$les$changements$

climatiques$passés$en$utilisant$des$marqueurs$microsatelittes.$$
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«$D'une%certaine%façon,%la%génétique%n'est%qu'une%mémoire.%Celle%de%notre%évolution,%incrustée%dans%notre%chair.%»$
$

JeanMChristophe%Grangé%
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5.%Spatial%genetic%structure%in%African%Afzelia(savannah%species%(Leguminosae,%Caesalpinioideae):%
evidence%of%recent%colonization%and%expansion%

$

%
%
%
%
Abstract$
Spatial$Genetic$Structure$(SGS)$and$phylogeographic$studies$of$tropical$savannah$tree$species$provide$a$

useful$approach$for$studying$the$impact$of$past$climate$change$on$the$current$diversity$of$Sudanian$and$

Zambezian$species.$Here,$we$examine$the$level$and$structuring$of$genetic$diversity$across$the$geographic$

range$of$two$savannah$woodland$sister$trees,$Afzelia%africana$and$Afzelia%quanzensis.$We$used$variation$

in$ nuclear$ microsatellites$ DNA$ (nSSR)$ to$ study$ the$ SGS$ and$ phylogeography$ of$ these$ species$ by$

genotyping:$ 241$ individuals$ of$A.% africana$ and$ 113$ individuals$ of$A.% quanzensis,$ sampled$ across$ their$

natural$ ranges$and$ in$herbarium.$ Individual>based$bayesian$clustering$of$nSSR$genotypes$ identified$ two$

genetic$clusters$that$correspond$to$the$two$species.$There$was$no$pattern$of$geographic$structuring$within$

each$species.$At$the$level$of$each$species,$we$found$no$evidence$of$inbreeding$(selfing$rate$∼$0%).$The$
spatial$genetic$structure$at$ large$scale$(Sp$statistic$=$0.006$and$0.007$for$A.%africana$and$A.%quanzensis$

respectively)$ was$ consistent$ with$ isolation>by>distance$ expectations,$ showing$ that$ gene$ dispersal$ is$

spatially$ limited$in$these$two$species.$Phylogeographic$analysis$using$coalescent$simulations$indicated$a$

recent$ expansion$ for$ the$ two$ species,$ suggesting$ range$ expansion$ in$ savannah$ of$ Sudanian$ and$

Zambezian$regions,$possibly$during$the$Pleistocene$period.$$

$

$

Keywords:$ microsatellite$ markersH$ spatial$ genetic$ structureH$ phylogeographyH$ savannahH$ AfricaH$Afzelia%
africanaH$Afzelia%quanzensis$
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5.1.%Introduction%
$
Understanding$ the$ patterns$ and$ origin$ of$ the$ genetic$ diversity$ distribution$ of$ tropical$ tree$ species$ is$

fundamental$for$their$conservation.$In$plant$species,$patterns$of$spatial$genetic$structure$(SGS)$are$largely$

determined$by$their$biological$ traits$(such$as$their$seed$and$pollen$dispersal$mechanisms)$and$historical$

factors$ (eg.$ past$ climatic$ oscillations).$ This$ SGS$ is$ generally$ based$ on$ the$ isolation>by>distance$model$

which$ describes$ that$ two$ individuals$ are$ more$ likely$ to$ genetically$ resemble$ each$ other$ if$ they$ are$

geographically$close$(Loveless$&$Hamrick$1984,$Levin$et$al.,$2003).$Under$these$conditions,$SGS$at$fine$

and$large$scale$will$be$able$to$provide$insights$on$the$response$of$individuals,$populations$and$species$to$

ecosystem$perturbation$and$climate$change.$

Quaternary$climate$changes,$characterized$by$alternating$glacial$and$interglacial$cycles$(alternation$of$cold$

and$warm$periods),$have$played$a$major$role$in$plant$diversification$(Hewitt,$2000).$During$glacial$phases,$

the$climate$in$tropical$Africa$was$drier$and$cooler,$causing$an$expansion$of$savannah$and$a$contraction$of$

lowland$ tropical$ rain$ forests$ in$ small$and$distinct$areas$ (theory$of$ forest$ refugia$–$Maley,$1996).$ In$ fact,$

during$the$glacial$period,$the$extension$of$the$savannah$to$the$benefit$of$the$humid$forests$probably$led$to$

shrinkage$of$the$savannah$at$extreme$latitudes$to$the$advantage$of$steppes$or$desert$(Lioubimtseva$et$al.,$

1998).$Conversely,$during$the$interglacial$period,$savannahs$would$have$lost$ground$to$the$advantage$of$

dense$ forests$ but$ could$ have$ spread$ to$more$ extreme$ latitudes$ (Quézel,$ 1965H$ Lézine,$ 1989H$Waller$ &$

Salzmann,$1999H$Salzmann$et$al.,$2002H$Vincens$et$al.,$2006H$Watrin$et$al.,$2009).$These$movements$may$

have$had$a$significant$impact$on$the$vegetation$but$without$necessarily$creating$savannah$fragmentations$

(as$ for$ forests),$ except$ for$ a$ separation$ between$ Sudanian$ and$ Zambezian$ (but$ with$ contact$ via$ East$

Africa).$ Under$ this$ assumption,$ there$may$ be$ less$ likely$ to$ have$ genetic$ discontinuities$within$ savanna$

species$ (at$ least$at$ the$ intra>Sudanian$or$ intra>Zambezian$ level).$The$case$of$Vitellaria%paradoxa,$which$

shows$different$genetic$clusters$(Allal$et$al.,$2011),$might$be$an$exception$possibly$due$to$factors$specific$

to$this$species$and$not$to$the$history$of$Sudanian$vegetation.$

Phylogeographic$approaches,$by$relying$on$molecular$markers,$allow$studying$the$impact$of$past$climate$

changes$ on$ species$ evolutionary$ history.$ Indeed,$ climate>driven$ demographic$ changes$ have$ left$

signatures$ in$ species$ genomes.$ These$ signatures$ can$ be$ used$ to$ detect$ past$ events$ of$ population$

fragmentation$and$colonization$processes$using$coalescent$simulations$ (Petit$et$al.$2003H$Taberlet$et$al.$

1998).$ In$plants,$chloroplast$DNA$(pDNA)$is$commonly$used$to$ infer$the$phylogeography$of$species$(eg.$

Dainou$et$al.,$2010H$Duminil$et$al.,$2010).$A$complementary$approach$ is$ to$use$neutral$genetic$markers$

such$ as$ nuclear$microsatellites$ (nSSR).$ These$markers$ have$ proved$ to$ be$ valuable,$ efficient$ and$ cost>

effective$ tools$ in$ the$ characterization$ and$ evaluation$ of$ SGS$ and$ phylogeography$ within$ and$ between$

species.$$

Most$ phylogeographic$ studies$ on$ tropical$ African$ tree$ species$ have$ been$ focused$ on$ the$ Guineo>

Congolian$region$(Ayele$et$al.,$2009H$Lowe$et$al.,$2010H$Budde$et$al.,$2013H$Dainou$et$al.,$2014H$Duminil$et$

al.,$ 2015H$Demenou$et$ al.,$ 2016).$Only$ few$phylogeographic$ studies$have$been$ conducted$ in$Sudanian$

and$ Zambezian$ savannah$ tree$ species,$ so$ that$ the$ effects$ of$ historical$ factors$ on$ species$ evolutionary$
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history$ in$ savannah$ regions$ are$ still$ largely$ undocumented.$ To$ our$ knowledge,$ only$ three$ Sudanian$

species$ have$ been$ genetically$ investigated$ at$ large$ scale:$ the$ baobab,$Adansonia% digitata,$ (Tsy$ et$ al.,$

2009H$ Kyndt$ et$ al.,$ 2009)H$ the$ shea$ tree% Vitellaria% paradoxa,$ (Allal$ et$ al.,$ 2011)H$ the$ African$Mahogany$

Khaya%senegalensis,$(Sexton$et$al.,$2015)$and$two$Sudano>Zambezian$species:$the$Arabic$gum$species,$

Acacia% senegal$ (Odee$ et$ al.,$ 2012)$ and$ Acacia% nilotica$ (Wardill$ et$ al.,$ 2005).$ Some$ of$ these$ species$

showed$evidence$of$range$expansions$during$the$Last$Glacial$Maximum$(LGM)$(Sexton$et$al.,$2015)$while$

others$ showed$ evidence$ of$ fragmentation$ probably$ linked$ to$ the$ presence$ of$ geological$ and$ climatic$

barriers$ (e.g.$ Tsy$ et$ al.,$ 2009H$ Allal$ et$ al.,$ 2011H$ Odee$ et$ al.,$ 2012).$ A$ high$ but$ contrasted$ level$ of$

differentiation$was$revealed$among$V.%paradoxa$populations$with$a$clear$phylogeographic$signal,$with$both$

nuclear$and$chloroplast$simple$sequence$repeats,$separating$western$and$eastern$populations$(Allal$et$al.,$

2011).$ $Similar$ findings$showed$a$significant$geographic$structure$of$A.%senegal,$with$ the$major$division$

separating$ East$ and$ Southern$ Africa$ populations$ from$ those$ of$ West$ and$ Central$ Africa$ (Odee$ et$ al.,$

2012).$It$is$therefore$necessary$to$study$several$models$to$help$understand$the$impact$of$the$past$climate$

changes$on$African$savannah$species.$

$

Afzelia% (Leguminosea)$ is$a$palaetropical$genus$ represented$by$woody$species.$ In$Africa,$seven$species$

are$currently$described$and$they$are$either$found$in$savannah$(three$species)$or$in$forests$(four$species).$

The$two$savannah$species$present$an$allopatric$distribution$(Donkpegan$et$al.,$2014).$A.%africana$Sm.$ex$

Pers$occurs$ in$ the$Sudanian$ region$ (from$Senegal$ to$TanzaniaH$Aubréville$1968H$Geerling$1982)$and$A.%

quanzensis$Welw.$in$the$Zambezian$region$(from$southern$Somalia$to$northern$South$Africa).$According$to$

a$ recent$ phylogeny$ of$ African$ Afzelia,$ the$ genus$ Afzelia$ is$ estimated$ to$ have$ appeared$ in$ the$ open$

habitats$ (woodlands$ and$ savannahs)$ of$Africa$ since$ the$Miocene$ (c.$ 14.5$ or$ 20$Ma,$Donkpegan$ et$ al.,$

2017).$This$period$corresponds$to$the$formation$of$savannas,$on$the$ecological$stage$about$eight$million$

years$ ago$with$ the$ near>synchronous$ expansion$ of$ C4$ grasses$ around$ the$world$ (Cerling$ et$ al.,$ 1997H$

Beerling$and$Osborne,$2006).$As$the$Afzelia$species$have$a$widespread$distribution,$they$are$ideal$models$

to$examine$the$potential$influence$of$Quaternary$climate$changes.$$

In$this$study,$our$main$objectives$are:$(i)$to$characterize$the$spatial$genetic$structure$of$A.%africana$and$A.%

quanzensis,$ using$nuclear$microsatellites$ (nSSR),$ and$ to$ (ii)$ understand$ the$origin$ of$ these$patterns$by$

confronting$ different$ demographic$ scenarios$ using$ Approximate$ Bayesian$ Computation$ (ABC)$

approaches.$More$specifically,$we$addressed$ the$ following$questions:$ (1)$How$ is$distributed$ the$genetic$

diversity$within$each$of$the$species?$Do$some$differentiated$intra>specific$genetic$clusters$exist?$(2)$Does$

the$ influence$of$past$climate$dynamics$have$ left$ their$ signatures$on$ the$ level$and$distribution$of$genetic$

variation$within$African$savannah$trees.$

5.2.%Materials%and%methods%

5.2.1.%Study%species%
$
Afzelia% africana$ is$ characteristic$ of$ the$ transition$ zone$ between$ the$ Sudanian$ region$ and$ the$ Guinea>
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Congolian$ region$ (Ahouangonou$ et$ al.,$ 1995H$ Gerard$ et$ al.,$ 2001).$ It$ stretches$ from$ savannah$ to$ dry$

forests.$It$can$also$be$observed$in$some$semi>deciduous$forests,$but$at$very$low$tree$densities$$$(Satabié,$

1994).$A.%africana$has$wide$ecological$amplitude$to$various$climatic$conditions$but$it$prefers$areas$with$>$

900$mm$annual$rainfall.$ It$can$be$found$up$to$1400$m$elevation$ in$Central$Africa.$ It$occurs$ in$Sudanese$

region$both$in$dry$savannah$and$in$gallery$forests$(Aubréville,$1959).$The$fruiting$period$lasts$six$to$eight$

months$and$fruits$may$persist$on$trees$for$the$following$six$months$(Bationo$et$al.,$2001H$Ouédraogo>Koné$

et$al.,$2008).$Seeds$are$dispersed$by$birds$(mainly$hornbills)$and$rodents$(Proechimys%spp.)$ (Bationo$et$

al.,$2001H$Gerard$et$al.,$2011).$

Afzelia% quanzensis$ is$ associated$ with$ Zambezian$ savannah,$ from$ Somalia$ biogeographic$ region$ to$

Kwazulu$Natal.$In$Kenya,$this$taxon$mainly$occurs$in$the$semi>decidious$coastal$forests$region$(Brummitt$

et$al.,$2007).$ It$ is$a$deciduous,$medium$to$ large>sized$tree,$usually$12>15$m$in$height$but$reaching$35$m$

under$ideal$conditions$of$temperature$(Coates>Palgrave,$2002).$The$species$is$drought$resistant$but$frost$

sensitive.$Its$presence$is$also$reported$in$dry$forest,$usually$in$deep$sandy$soils$but$also$on$rocky$ridges$

(Jacana,$1997).$The$large$woody$dehiscent$pods$hold$six$to$ten$hard,$black$seeds$with$an$edible,$red$aril$

at$ the$ lower$end$(Jacana,$1997H$Gerhardt$and$Todd,$2009).$Squirrels$predate$ the$seeds$while$monkeys$

and$birds$(mainly$hornbills)$act$as$dispersers$(Van$Wyk$&$Van$Wyk,$1997H$Gathua,$2000).$$

Afzelia% species$ are$ hermaphrodite$ trees$ and$ the$ inflorescences$ are$ in$ panicles,$ solitary,$ terminal$ and$

axillary$of$upper$ leaves.$The$flowers$have$a$ large$petal,$more$or$ less$ long,$with$a$slightly$circular$blade.$

The$pollination$mechanism$could$be$entomophile$ in$both$species,$as$reported$in$A.%bipindensis$(a$forest$

species)$by$field$observations$(Doucet$J>L.,$personal$communication).$

5.2.2.%Sampling%strategy,%DNA%isolation%and%genotyping%
$
Samples$were$collected$directly$in$the$field$or$in$herbaria$(National$Herbarium$of$the$Netherlands$and$the$

Botanical$Garden$of$Meise$and$ULB$in$Belgium).$Our$sampling$covers$the$whole$known$distribution$of$the$

two$species$in$the$Sudanian$and$Zambezian+Somalia$regions.$Thus,$individuals$of$A.%africana$from$West$

and$Central$Africa$(41$ locations)$have$been$sampled,$as$well$as$24$ locations$of$A.%quanzensis$ in$South$

and$East$Africa$(Appendix%S3).$Plant$material$sampled$in$the$field$was$dried$in$silicagel.$$

Cambium$ or$ leaf$ material$ from$ 241$ individuals$ of$ Afzelia% africana$ and$ 113$ individuals$ of$ Afzelia%

quanzensis$ were$ collected$ in$ West$ and$ East$ Africa$ respectively.$ Total$ DNA$ was$ extracted$ using$ the$

NucleoSpin$plant$ kit$ (Macherey>Nagel,$Düren,$Germany)$or$ the$DNeasy$96$Plant$Kit$ (QIAGEN,$GMbH,$

Germany)$ for$ the$ fresh$material$or$using$ the$CTAB$protocol$ (Doyle$and$Doyle,$1987)$ for$ the$herbarium$

material.$Six$microsatellite$markers$isolated$from$the$genome$of$A.%bipindensis%(Donkpegan$et%al.,$2015)$

were$amplified$using$two$PCR$multiplexes$developed$by$Donkpegan$et$al.$(2015)$with$the$same$protocols.$$
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5.2.3.%Data%analysis%%

5.2.3.1.(Characterizing(spatial(genetic(structure(
$
We$ used$ a$ clustering$ method$ implemented$ in$ STRUCTURE$ 2.3.1$ to$ detect$ any$ putative$ genetic$

discontinuity$ within$A.% africana$ and$A.% quanzensis$ samples$ (Falush$ et$ al.,$ 2003).$ This$method$ assigns$

individual$multilocus$ genotypes$ (data$ consisting$ of$ unlinked$markers)$ probabilistically$ to$ a$ user>defined$

number$K$of$ genetic$ clusters,$ in$ order$ to$approach$ linkage$equilibrium$and$Hardy>Weinberg$equilibrium$

within$clusters.$We$ran$STRUCTURE$10$ times$ for$each$K=1>10,$ for$1$000$000$ iterations$after$a$burn>in$

period$ of$ 100$000.$ Analyses$ were$ run$ with$ the$ admixture$ and$ independent$ allele$ frequency$ options,$

without$ considering$ information$ on$ the$ population$ of$ origin$ of$ each$ sampled$ individual.$ The$most$ likely$

number$ of$ genetic$ clusters$was$ determined$ by$ log>likelihood$ of$ the$ data$ Ln(P)$ and$ΔK$as$ described$ in$

Evanno$et$al.$(2005).$Individuals$were$assigned$to$a$given$cluster$when$their$ancestry$coefficient$q$for$that$

genetic$cluster$was$higher$than$80%.$

5.2.3.2.(Population(genetics(parameters(and(selfing(rate(estimation(
$
In$order$ to$characterize$the$ level$of$diversity$within$each$species,$we$computed$the$allelic$richness$(Na),$

the$effective$number$of$alleles$(Nae)$following$Nielsen$et$al.,$(2003),$the$observed$heterozygosity$(HO),$the$

expected$heterozygosity$(HE),$the$inbreeding$coefficient$(F)$and$the$genetic$differentiation$based$on$allele$

identity$with$the$statistic$FST.$Significance$test$after$1000$randomizations$of$gene$copies$among$individuals$

were$ performed$ using$ SPAGeDi$ 1.5a$ (Hardy,$ 2015).$ For$ these$ analyses,$ we$ used,$ for$ both$ species,$

populations$with$at$ least$5$ individuals$sampled:$14$and$3$populations$ for$A.%africana$and$A.%quanzensis$

respectively$(Table$1).$Null$allele$frequencies$were$estimated$with$INEST$1.0$(Chybicki$&$Burczyk,$2009),$

which$also$provided$a$corrected$estimation$of$the$inbreeding$coefficient$in$a$population.$$

Selfing$rate$(S)$was$estimated$in$major$local$populations$(samples$≥$25$individuals$–$Table$1),$based$on$

standardized$identity$disequilibrium$assuming$a$Mixed$Mating$Model$(i.e.$a$proportion$s$of$selfing$and$1>s$

of$random$outcrossing)$with$standard$errors$(SE)$estimated$by$jackknifing$over$loci$(see$method$described$

in$Hardy,$2015$and$David$et$al.,$2007).$

5.2.3.3.(Isolation=by=Distance(at(individuals(and(populations(levels(
$
At$ individuals$ level,$ the$ distribution$ of$ genetic$ diversity$within$ each$ species$was$ further$ analysed$ using$

kinship$coefficients$between$pairs$of$individuals$i%and$j%(F
ij
)$estimated$using$Nason’s$estimator$(Loiselle$et$

al.,1995)$The$standard$error$over$loci$was$estimated$using$a$jackknife$method,$significance$was$tested$by$

10,000$ permutations$ of$ the$ spatial$ locations$ of$ individuals.To$ visualize$ SGS,$F
ij$ values$ were$ averaged$

over$a$set$of$distance$classes$(d)$according$to$a$geometric$progression$of$eleven$boundaries:$0–1,$1–2,$2–

5,$5–10,$10–50,$50–100,$100–200,$200–500,$500–1000,$1000–2000$and$>2000$km$for$A.%africana$and$five$

for$A.%quanzensis:$2–5,$5–10,$10–300,$300–500,$>500$km$giving$F(d).$F
ij$values$were$also$regressed$on$
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Ln(dij),$where$dij$ is$the$geographical$spatial$distance$between$individuals$i$and$j,$to$provide$a$regression$

slope,$b.$Significance$was$tested$by$10,000$permutations$of$the$spatial$locations$of$individuals.$We$used$

Sp>statistic$(Vekemans$&$Hardy,$2004)$to$quantify$the$strength$of$spatial$genetic$structuring:$Sp%=$−b/(1$−$

F
1
),$where$F

1%
is$the$coancestry$between$neighboring$individuals$[approximated$by$F(d$<$2$km)$for$the$first$

distance$interval],$to$avoid$bias$from$sampling$effects.$

At$populations$ level$ for$A.%africana%only,$we$calculated$pairwise$geographic$and$genetic$distances$ from$

latitude/longitude$ coordinates.$We$ calculated$ and$ tested$ the$ correlation$ between$FST/(1$ −$FST)$ and$ the$

natural$ logarithm$ of$ geographical$ distances$ between$ populations$ using$ the$ ANOVA$ framework$ in$ the$

program$ SPAGeDi$ (Hardy$ &$ Vekemans,$ 2004).$ Statistical$ significance$ was$ evaluated$ with$ 1000$

permutations.$ In$ fact,$under$Wright’s$ isolation>by>distance$model,$ the$pairwise$genetic$diversity$between$

individuals$and/or$populations$is$expected$to$vary$linearly$with$the$logarithm$of$their$geographic$distance$

on$a$two>dimensional$space$(Hardy$&$Vekemans,$1999H$Hardy,$2003).$

5.2.3.4.(Test(of(demographic(scenarios((
$
The$demographic$history$of$each$species$was$assessed$with$the$‘bottleneck’$statistic$T2$implemented$in$

BOTTLENECK$1.2.02$ (Cornuet$&$Luikart,$1996).$This$statistic$ represents$an$average$across$ loci$of$ the$

deviation$of$the$actual$gene$diversity$He$from$the$gene$diversity$expected$from$the$number$of$alleles$in$the$

population$assuming$mutation>drift$equilibrium$in$a$population$of$constant$size.$If$T2>0,$the$gene$diversity$

excess$ are$ possibly$ caused$ by$ recent$ founder$ events$ (bottlenecks),$ whereas$ T2<0$ are$ consistent$ with$

recent$population$expansion.$Simulations$of$the$coalescent$process$were$performed$under$three$different$

mutation$models:$the$infinite$allele$model$(IAM),$the$stepwise$mutation$model$(SMM),$and$the$two>phase$

model$ with$ 70%$ of$ single>step$ mutations$ (TPM).$ The$ two$ latter$ models$ are$ considered$ to$ be$ more$

appropriate$for$microsatellite$data.$1000$simulations$were$performed.$Significant$deviation$from$equilibrium$

gene$diversity$was$ determined$using$ the$Wilcoxon$ signed$ rank$ test,$which$ is$ the$most$ appropriate$ test$

when$only$few$polymorphic$loci$are$analysed$(Piry$et$al.,$1999).$$

$

$

$
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Table& 1.!Genetic!diversity!parameters!and!selfing!rate! for! two!species.!The!number!of!genotyped! trees!N!and!Na!are! the!number!of!alleles!per!
locus,!(Nae)!is!the!effective!number!of!alleles!following!Nielsen!et!al.,!(2003),!HE!and!HO!are!expected!and!observed!heterozygosity!respectively,!F&

and!F(null)!inbreeding!coefficient!estimated!respectively!with!and!without!accounting!for!null!alleles!following!the!method!implemented!in!INEst.!*p!<!

0.05!indicates!significant!deviation!from!HWE.!NA!indicates!that!no!estimation!was!provided!by!INEst.!

&

!
Populations& Latitude& Longitude& N" Na" Nae" He" Ho" F" F(null)" Selfing&(S)&

A&africana& BassilaS! 2.422716! 9.003749! 7! 3.00! 2.53! 0.4597! 0.595! S0.327*! 0! ¤!

!
BassilaN1! 2.288662! 9.012252! 9! 4.83! 4.71! 0.5882! 0.556! 0.059! 0! ¤!

!
BassilaN2! 2.273789! 8.82219! 11! 4.33! 4.28! 0.5159! 0.470! 0.094! 0! ¤!

!
BassilaN3! 1.55564! 9.26719! 5! 3.67! 3.81! 0.5939! 0.558! 0.067! 0! ¤!

!
Lama! 2.1141! 6.97694! 34! 5.00! 2.45! 0.4969! 0.434! 0.129! 0! 0.33±0.16!

!
Natitingou! 1.380811! 10.278574! 9! 4.50! 3.78! 0.5610! 0.444! 0.218*! 0! ¤!

!
ParcW1! 11.29621! 5.586453! 18! 5.17! 3.69! 0.5889! 0.574! 0.026! 0! ¤!

!
ParcW2! 1.288623! 6.959226! 6! 3.17! 3.17! 0.4827! 0.528! S0.105! 0! ¤!

!
Pendjari! 2.990943! 11.510153! 25! 7.17! 4.35! 0.6415! 0.693! S0.083! 0! 0!

!
Penessoulou1! 3.054323! 11.478876! 32! 5.67! 3.30! 0.4829! 0.458! 0.052! 0! 0±0.1!

!
Penessoulou2! 1.524221! 10.943243! 8! 3.00! 2.65! 0.4417! 0.479! S0.092! 0! ¤!

!
Notse! 1.50713! 9.28565! 12! 4.17! 2.99! 0.5254! 0.528! S0.005! 0! ¤!

!
Ngambetica! 1.65837! 8.9988! 7! 3.83! 3.08! 0.5659! 0.500! 0.125! 0! ¤!

!
Yoko! 12.007311! 5.430952! 7! 3.33! 2.47! 0.5000! 0.524! S0.052! 0! ¤!

A&quanzensis& Gede! S3.30148! 39.99654! 31! 5.50! 3.45! 0.4733! 0.409! 0.139*! 0! 0±0.07!

!
Witu! S2.3837! 40.52127! 48! 6.00! 3.23! 0.5207! 0.411! 0.212*! 0! 0±0!!

!! Lubembe! S10.916687! 22.534689! 9! 1.83! 1.68! 0.4569! 0.278! 0.643*! NA! ¤!
&

&



! 100!

5.3.$Results$

5.3.1.$Genetic$diversity$and$structuring$within$each$species$and$selfing$rate$
!
At!the!intraspecific!level,! individual3based!Bayesian!clustering!analysis!in!STRUCTURE!identified!that!all!

individuals! belonging! to! each! species! formed! a! unique! genetic! cluster! (Fig.! 1).! For! 14! and! three!

populations!of!A.#africana!and!A.#quanzensis!with!more!than!five!individuals!respectively,!we!obtained!the!

following!genetic!diversity!parameters.!A! total!of!67!alleles!were!detected!over! the!6! loci! for!A.#africana!

and! the!mean! number! of! alleles! per! locus! was! 11.17! and! ranged! from! 4! to! 26! alleles.! Observed! and!

expected! heterozygosity! estimates! per! population! ranged! from! 0.43! to! 0.69! and! from! 0.44! to! 0.64,!

respectively!(Table.!1).!For!A.#quanzensis,!a!total!of!42!alleles!were!detected!over!the!6!loci!and!the!mean!

number! of! alleles! per! locus! was! 7.0! and! ranged! from! 2! to! 23! alleles.! Observed! and! expected!

heterozygosity!estimates! ranged! from!0.28! to!0.41!and! from!0.46! to!0.52,! respectively.!We! found!a! low!

inbreeding!coefficient!for!all!populations!(F!=!0)!after!correcting!for!null!alleles.!The!estimated!selfing!rates!

S!for!three!populations!of!A.#africana!(Lama,!Penessoulou1!and!Pendjari)!and!two!of!A.#quanzensis!(Gede!

and!Witu)!were!close!to!zero!(Table!1),!except!for!Lama!population.!However,!no!imbreeding!was!found!in!

this!population,! suggesting! the!absence!of! selfing.!Frequency3based!estimates!of! genetic!differentiation!

identified!very!low!but!statistically!substantial!differentiation!among!the!sampled!populations!of!A.#africana!

(FST!=!0.045Z!P!<!0.01)!and!A.#quanzensis!(FST!=!0.078Z!P!<!0.01).!

!

Figure$ 1.$ Synthetic! map! of! the! distribution! of!A.# africana# and# A.# quanzensis! species! in! Africa.! Triangle! and! star!
represent! individuals!genotyped!at!six!microsatellites!while!circles! indicates!populations!with!at! least! five! individuals!
genotyped.!
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5.3.2.$Detection$of$signal$of$Isolation?by?Distance$(IBD)$
!
The! general! SGS! trend! in! these! two! species,! indicate! a! reduction! of! pairwise! kinship! with! increasing!

geographic!distance!(Fig.!2).!In!all!species,!kinship!for!the!first!distance!class!(ca.!1000!m!for!A.#africana!

and! A.# quanzensis)! ranged! around! 0.05,! and! quickly! dropped! with! distance,! indicating! a! signal! of!

isolation3by3distance.! The! regression! slope! bLd! of! the! pairwise! kinship! coefficient! on! the! logarithm! of!

spatial!distance!was!significant!and!negative! in!A.#africana! (bLd=# 60.0059#P#<#0.001)!and!A.#quanzensis!

(bLd=#60.0079#P#<#0.001).!!

!

Figure$ 2.$Average!kinship3distance!curves!(Fij!plotted!against!spatial!distance)! for!each!species:!A.#africana#and!A.#
quanzensis.!!$
 

FST!/!(1!−!FST)!matrices!were!compared!with!the!natural!logarithm!of!geographical!distance!between!pairs!

of!populations!from!the!West!and!Central!African!populations!of!A.#africana!(Fig.!3).!These!results!show!

no! spatial! genetic! structure! and! suggested! no! isolation3by3distance! pattern! between! A.# africana!

populations,!contrary!to!the!pattern!observed!at!the!individual!level.!

$
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$
Figure$ 3.$ Scatter! plot! showing! the! relationship! between! FST/(13# FST)! and! the! natural! logarithm! of! geographical!
distances!between!populations!of!A.#africana.!

5.3.3.$Demographic$event$occurring$within$each$species$$
!
Under! the! three! models! implemented! in! BOTTLENECK! (IAM,! TPM! and! SMM),! all! species! showed! a!

negative!value!of!T2!and!a!significant!heterozygosity!deficit!(P<0.01)!for!A.#africana!and!non3significant!for!

A.#quanzensis!after!Wilcoxon! tests.!These!results!suggest! recent!population!expansion! for!both!species!

(Table.!2!–!Appendix$S4).!
!

Table$2.!Demographic!analysis!implemented!with!BOTTLENECK,!Gene!diversity3excess!tests!of!each!nSSR!genetic!
clusters!of!Afzelia#africana!and!Afzelia#quanzensis.!
!

!
IAM$ TPM$ SMM$

$
P$(Constant)$ T2$ P$(Constant)$ T2$ P$(Constant)$ T2$

A.#africana# 0.000! 34.509! 0.000! 310.818! 0.000! 321.106!
A.#quanzensis# 0.000! 34.397! 0.000! 38.152! 0.000! 314.143!
!
P!(constant)!=!probability!of!constant!population!sizeZ!T2=!(He3HEXP/SD)Z! IAM! infinite!allele!modelZ!TPM!two3phase!model,!SMM!
stepwise!mutation!model!
!
!
!
!
!
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5.4.$Discussion$
!
Bayesian!analyses!with!nuclear!microsatellite!markers! indicate! that!A.#africana!and!A.#quanzensis!were!

not!structured!in!distinct!genetic!clusters!within!their!respective!natural!ranges.!Our!results!are!consistent!

with!those!observed!in!other!savannah!tree!species,!namely!Sexton!et!al.,!(2015)!and!Odee!et!al.!(2012)!

who! found! no! spatial! genetic! structure! in! Khaya# senegalensis# and! Acacia# senegal! populationsZ! and!

contrast! with! other! studies! that! reported! that! past! geological! and! climatic! barriers! may! have! caused!

genetic! differentiation! in! taxa! such! as! Adansonia# digitata! and! Vitellaria# paradoxa! in! West! African!

savannah!(Tsy!et!al.,!2009Z!Allal!et!al.,!2011).!!

!

5.4.1.$Comparison$of$genetic$diversity$of$Afzelia$with$other$tropical$species$$
!
Comparison! of! gene! diversity! parameters! for! nuclear! microsatellite! markers! showed! that! the! genetic!

diversity!of!A.#africana!(HE!=!0.46–0.66)!and!A.#quanzensis!(HE!=!0.40–0.66)!population!was!of!the!same!

order!than!in!other!African!savannah!tree!species!such!as!Khaya#senegalensis!(HE!=!0.44–0.71Z!Sexton!et!

al.,! 2015),!Vitellaria#paradoxa! (HE!=!0.42–0.62Z!Allal! et! al.,! 2011)!and!Acacia# senegal! (HE!=!0.63–0.70Z!

Omondi,!et!al.,!2010).!The!diversity!of!these!species!are!much!greater!than!that!of!Adansonia#digitata!(HE!

=! 0.27–0.35Z! Kyndt! et! al.,! 2009).! More! generally,! comparisons! of! gene! diversity! parameters! with! rain!

forest!tree!species!show!that!this!genetic!diversity!is!also!similar.!This!is!the!case!of!Aucoumea#klaineana!

(HE! =! 0.38–0! .55Z!Born! et! al.,! 2008),!Distemonanthus# benthamianus! (HE! =! 0.470–0.567Z!Debout! et! al.,!

2011),!Baillonella# toxisperma! (HE!=!0.56–0.58Z!Ndiade3Bourobou!et!al.,!2010)!and!Milicia#excelsa! (HE!=!

0.53–0.56Z!Bizoux!et! al.,! 2009).!Finally,! these! results! indicate! that! the! two!savannah!species!of!Afzelia!

exhibit!a!level!of!nuclear!gene!diversity!similar!to!that!of!many!tropical!tree!species.!!

The!few!significant!F!values!obtained!with!SPAGEDI!are!probably!due!to!null!alleles.!Indeed,!when!using!

INEST,! we! obtained! corrected! values! of! F! (F=0)! suggesting! that! the! studied! populations! of! the! two!

species!did!not! inbred!and!are!at!Hardy–Weinberg!equilibrium.!Using!the!Mixed!Mating!Model!approach!

(Hardy,!2015),!estimates!of!selfing!rate!were!close!to!zero!for!each!species!in!the!five!studied!populations.!

Thus,!inbreeding!and!selfing!rates!remain!very!low!in!adults’!populations!of!A.#africana!and!A.#quanzensis.!!

5.4.2.$Spatial$genetic$structure$in$the$two$species$
!
With! nSSR,! we! evidenced! a! pattern! of! IBD! in! the! samples! of!A.# africana! and!A.# quanzensis:! kinship!

between! individuals!was! shown! to! decrease!with! spatial! distance! in! both! species.! The! significant!SGS!

observed! in! these! two! species! can! be! explained! by! limited! gene! dispersal!within! each! species.! These!

results!are!expected!considering!the!fact!that!their!diaspores!are!heavy!and!also!seed!dispersal!is!mainly!

done! by! rodents! (Proechimys# spp.),! monkeys! (Cercopithecus# albogularis)! and! birds! (mainly! hornbills)!

(Gathua,!2000Z!Bationo!et!al.,!2001).!The!strength!of!the!SGS,!evaluated!by!the!Sp3statistic!(Sp!=!0.006!

for!A.#africana!and!Sp!=!0.007!for!A.#quanzensis)!was!similar!to!most!values!reported!for!rodent3dispersed!
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tropical!tree!species,!and!lower!than!those!observed!in!bat!or!bird!dispersed!species!(Hardy!et!al.,!2006Z!

Dick!et!al.,!2008Z!Bizoux!et!al.,!2009Z!Kyndt!et!al.,!2009).!!

In! contrast! to! the! SGS! detected! between! individuals,! no! IBD! pattern! was! detected! among!A.# africana!

populations,!indicating!that!the!IBD!pattern!occurs!essentially!at!a!local!scale,!within!population.!

!

5.4.3.$Demographic$history$of$the$populations$
!
Different! scenarios! were! tested! to! reconstruct! the! demographic! history! of! each! species.! Signals! of!

population!expansions!were!detected! in!both!species:! significant!heterozygosity3deficiency,! indicative!of!

population!expansions,!was!detected!under!the!three!mutation!models!of!BOTTLENECK!(IAM,!SMM!and!

TMM).!Given! these! results,! it! is!highly!plausible! that!during! the!LGM,!savannahs!have!not!experienced!

major! upheavals! leading! to! their! fragmentation!as!other! studies! suggest! (Bryja!et! al.! 2010Z!Odee!et! al.!

2012,! Sexton! et! al.,! 2015).! However,! additional! data! (on! other! savannah! species)! will! be! needed! to!

confirm!this!assumption.!

!

The!absence!of!nuclear!genetic!discontinuity!within!each!species!show!that!their!populations!had!not!had!

time! to! differentiate! substantially! (Fig.! 3)! despite! the! signal! of! isolation3by3distance! observed! at! a! local!

scale!(corresponding!to!an!intrapopulation!differentiation).!

In!Sudanian!savannah,!several!scenarios!can!explain! the! lack!of!genetic!structure,!with!respect! to!gene!

dispersal!mechanisms!of!A.#africana.!First,! if!we!make!the!assumption!that! this!ecosystem!have!formed!

refuges! along! sections! of! the!major! river! systems! during! the! glaciations! (eg.! in!Vitellaria# paradoxa),!A.#

africana!has!been!much!more!affected!than!V.#paradoxa!by!past!climate!shifts!and!have!survived!at!the!

level! of! a! single! fluvial! refuge! from!which! it! would! have! recently! recolonised! to! its! current! distribution.!

Second,! the! past! disturbances! might! have! not! had! a! significant! impact! on! these! savannahs,! causing!

thereby! their! non3fragmentation! as! reflected! in! A.# africana.! Under! these! conditions,! the! strong!

differentiation!detected! in!V.#paradoxa!would!be! related! to! the! life!history!of! this! species.! In!addition! to!

human!activities,!other!gene!flow!barriers!(Adamawa!Highlands)!have!been!able!to!favorise!differentiation!

in! V.# paradoxa! (Allal! et! al.,! 2011).! Additional! phylogeographic! studies! with! several! plants! models,!

distributed!in!the!same!area,!are!necessary!to!identify!the!best!hypothesis.!

!

Except! for! the!study!of!Acacia#senegal#and#Acacia#nilotica,! conducted! from! the!Sudanian! region! to! the!

Zambezian!region!(Odee!et!al.,!2012Z!Wardill!et!al.,!2005),!no!other!large3scale!phylogeographic!studies!

were!conducted! in! the!Zambezian! region,!so! it! is!difficult! to!compare!our! findings! in!order! to!propose!a!

scenario.! However,! to! our! knowledge,! all! phylogeographical! studies!made! in! the! Zambezian! region! on!

animal!models!show!evidence!of!fragmentation!and!presence!of!barriers!to!gene!flow!potentially!related!to!

past! climate! changes! in! this! area! (eg.! Lorenzen! et! al.,! 2010! for! common! eland! antelope,!Taurotragus#

oryx).!Barlow!et!al.!(2013)!found!five!divergent!mitochondrial!lineages!for!a!savannah!viper!species!(Bitis#

arietans)!in!Eastern!and!Southern!Africa.!McDonough!et!al.!(2015)!also!showed,!for!a!widespread!rodent!
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(Gerbilliscus# leucogaster),!evidence!of! the! fragmentation!of! this!area! into! three!distinct!genetic!clusters.!

However,! since! gene! flow! barriers! are! not! the! same! in! animals! as! in! plants,! several! phylogeographic!

studies!with!plants!models,!distributed!in!this!climatic!area!are!also!needed.!!

$

5.5.$Conclusion$
!

The!microsatellite!data!analyses!of!Afzelia!savannah!species!have!shown!that!both!species!did!not!exhibit!

genetic!differentiation!across!their!Sudanian!and!Zambezian!ranges,!suggesting!a!recent!colonisation!and!

expansion!events!characterised!by!extensive!gene!flow!within!each!species.!!

!
!
!
!
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!
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!

!

CHAPITRE$6!!
COMPARATIVE!PHYLOGEOGRAPHY!OF!AFZELIA!(LEGUMINOSAE3

CAESALPINIOIDEA)!!TETRAPLOID!SPECIES!!
!

Sur! le!même! plan! que! le! chapitre! précédent,! et! à! partir! des! divers!marqueurs,! les! quatre! espèces! de!

forêts!étaient!génétiquement!et!morphologiquement!mal!différenciés!dans!l’analyse!présentée!au!chapitre!

4.!Tétraploïdes,!leur!divergence!serait!plus!récente!que!celle!des!diploïdes.!Le!présent!chapitre!tente!de!

retracer!l’historique!de!délimitation!des!quatre!espèces!en!utilisant!des!marqueurs!microsatelittes.!!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

«!Tout#prend#beaucoup#plus#de#sens#à#la#lumière#de#la#phylogénie.#»!
!

Douglas$&$Pamela$Soltis$
!

$
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6.$Comparative$phylogeography$of$Afzelia$(Leguminosae,$Caesalpinioideae)$tetraploid$species$

!

$
!
!
Abstract$
Phylogeographic!studies!are!crucial!to!understand!the!history!of!the!structuring!of!the!genetic!diversity!in!

contemporary!populations!of!rainforest!trees.!Such!work!has!been!rarely!documented!in!polyploid!species.!

The!objective!of! this! study! is! to! investigate! spatial! genetic! structure!and! genetic! differentiation!patterns!

among! four! tetraploid! rainforests! species! belonging! to! the! genus! Afzelia! (A.# bipindensis,! A.# bella,! A.#

pachyloba! and! A.# parviflora).! Genotyping! of! 302! trees! at! 11! microsatellite! loci! was! performed.! We!

emphasized!evidence!of!hybridization!between!the!four!putative!species.!The!high!levels!of!admixture!is!

probably!linked!to!the!inadequate!taxonomic!delimitation,!rather!than!to!physical!barriers!to!gene!flow.!Our!

results!also!highlight!that!current!taxonomic!delimitation!must!probably!be!revised!in!tetraploid!Afzelia.!$
$
Key$words:!Afzelia!–!polyploidy!–!spatial!genetic!structure!–!Central!Africa!rain!forests.!
!
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6.1.$Introduction$
!
The!African!tropical!rain!forests!contain!high!levels!of!species!diversity.!Their!current!distribution!in!tropical!

Africa!seems! to!have!been! largely! influenced!by! the!alternation!of!glacial!and! interglacial!periods! in! the!

Pleistocene,!especially!in!that!of!last!glacial!maximum!(LGM,!24!k!–!12!k!years!ago)!(Morley!2000Z!Dupont!

et!al.,!2000Z!Plana!2004Z!Miller!&!Gossling,!2014).!The!fossil!pollen!records!suggest!that!during!the!glacial!

periods,! savannas! expanded! and! rainforests! withdrew! to! isolated! refugia,! whereas! in! the! interglacial!

periods!the!rainforests!extended!up,!possibly!reaching!a!distribution!slightly!greater!than!today,!as!it!was!

shown!during!the!African!Humid!Period,!c.!900035500!yr.!BP!(Maley!1996Z!Salzmann!&!Hoelzmann!2005Z!

Anhuf!et!al.,!2006).!To!date,!most!studies!looking!at!genetic!structure!and!dynamics!of!African!rain!forest!

plant!species!have!mainly!focused!on!diploid!taxa!among!trees!(Hardy!et!al.,!2013Z!Heuertz!et!al.,!2014Z!

Dauby!et!al.,!2014Z!Demenou!et!al.,!2016),!Maranthaceae!(see!Ley!et!al.,!2014)!and!palms!(Faye!et!al.,!

2016).!!

!

Polyploidy,! which! is! a! major! force! in! evolution! and! diversification,! is! more! frequent! in! plants! than! in!

animals.! It’s! has! been! demonstrated! that! it’s! a! driver! of! speciation!within! the!Angiosperms! (Ramsey!&!

Schemske,! 2002Z! Wendel,! 2000).! Its! prevalence! in! flora! is! influenced! by! abiotic! factors! such! as!

environmental!heterogeneity!and!past!climate!change!that!have!been!identified!as!main!drivers!of!plants!

diversification! (Otto!and!Whitton,!2000).!Despite! the!widely! recognized! importance!of!polyploidization! in!

plant!diversification,!very!little!is!known!about!its!contribution!(combined!with!environmental!factors)!to!the!

high!diversity!on!the!African!rainforests.!

!

Afzelia! Sm.! (Leguminosae)! presents! an! interesting! system! in! order! to! examine! biogeography! and!

diversification! across! African! rainforests.! Recent! studies! have! shown! that! Afzelia! includes! savannas!

diploid! species! (well! differentiated! between! them)! and! tetraploid! rainforests! species! (very! similar!

morphologically!and!phylogenetically)! (Donkpegan!et!al.,!2015!&!2017).!The!distribution!of!genetic!units!

within!the!geographical!range!of!rainforest!species!of!Afzelia!could!reflect!the!consequences!of!historical!

events,! likely! linked! to! forest! fragmentation,! during! cold! and! dry! periods! occurring! in! the! last! glacial!

maximum!in!Africa!(Donkpegan!et!al.,!2017).!Phylogenetic!approaches!based!on!plastid!sequences!and!

one!nuclear!gene!found!many!shared!haplotypes!between!tetraploid!species!which!would!have!diversified!

since!the!late!Miocene!(Donkpegan!et!al.,!2017).!Hence,!the!forest!Afzelia!species!may!in!fact!correspond!

to!a!complex!of!species!and!the!current!taxonomic!classification!may!need!a!revision.!

In! this! study! we! tested! a! main! hypothesis! on! delimitation! of! Afzelia! rainforests! species.! Because! A.#

bipindensis,#A.#bella,#A.#pachyloba!and!A.#parviflora!are!morphologically!similar!and!broadly!sympatric,!we!

hypothesized!that!gene!flow!would!have!occurred!between!these!four!species.!!

!
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6.2.$Materials$and$methods$

6.2.1.$Study$species$
!
Afzelia! forest! species! are! distributed! sympatrically! in! semi3deciduous! and! evergreen! areas! in! Africa.!

Taxonomists! currently! recognize! four! forest! species.! Despite! the! fact! that! they! are! very! close!

morphologically,! some! small! differences! distinguish! them.! A.# bipindensis! is! a! large! tree! with! several!

irregular! foothills!at! the!base,! rather! thick,!with!a!slightly!concave!profile!and! fully!grown! individuals!can!

reach!a!diameter!ranging!from!100!to!180!cm!above!the!foothills.!A.#bella,!A.#parviflora!and!A.#pachyloba!

would!be!smaller!and!their!diameter!would!not!exceed!80!cm.!A.#pachyloba!is!mainly!distinguished!by!its!

leaflets!which!are!smaller!than!those!of!the!other!three!species.!Apart!from!these!few!distinctive!features,!

several!other!morphological!characteristics!overlap!consistently!between!all!these!species!(Donkpegan!et!

al.,!2017).!!

6.2.2.$Sampling$and$morphological$identification$
!
Leaf! and! cambium! samples! (dehydrated!with! silica! gel)! were! collected! from! naturally! occurring!Afzelia!

populations!across!Africa!between!April!2012!and!August!2016.!!

!

!
Figure$ 1.!Sampling!strategies!of!302! individuals! from!Afzelia! forest! species! (a)!on! their!geographic! range! (b).!The!
species!distribution!maps!were!made!from!the!data!collected!in!the!RAINBIO!database!(Dauby!et!al.,!2016).!
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243!samples!were!collected!in!West!and!Central!Africa!(Fig.!1).!Species!were!identified!based!on!leaf!or!

floral!morphology!according!to!Donkpegan!et!al.!(2014).!Additionally,!59!samples!were!obtained!from!the!

national! herbarium! of! Naturalis! (Leiden,! Netherlands)! and! the! Botanical! Garden! of! Meise! (Belgium).!

Overall,!302!Afzelia!samples!were!collected!from!88!populations.!Of!these,!200!samples!were!identified!as!

A.#bipindensis,!66!as!A.#bella,!26!as!A.#pachyloba!and!10!as!A.#parviflora.!!

6.2.3.$Microsatellite$genotyping$
!
Genomic!DNA!was!isolated!from!dried!cambial!tissue!or!leaves!using!the!NucleoSpin!plant!kit!(Macherey3

Nagel)!and! the!DNeasy!96!Plant!Kit! (Qiagen),! for! the! fresh!material! sampled! (in!silicagel)! following! the!

manufacturer’s! instructions.! The! cetyltrimethylammonium! bromide! (CTAB)! protocol! (Doyle! and! Doyle!

1987)!was!used! for! the! herbarium!material.!A! set! of! 11!microsatellite! loci! developed! for!A.# bipindensis!

(Donkpegan!et!al.,!2015)!were!genotyped!(Table$S1,$Supporting$ information).!Fragment! lengths!were!
determined! by! capillary! gel! electrophoresis! with! capillary! sequencer! ABI! 3730! (Applied! Biosystems,!

Lennik,!The!Netherlands).!We!determined! fragment!size!using!a!MapMarker®!500size!standard! labeled!

with!DY3632!(Eurogentec,!Seraing,!Belgium).!All!step!of!genotyping!and!allelic!dosage!(on!tetraploid)!were!

carried!out!as!described!in!Donkpegan!et!al.!(2015).!!

6.2.4.$Microsatellite$data$analysis$
!
Principal! coordinates! (PCoA)! analysis! of! microsatellite! data! was! performed! using! POLYSAT! (Clark! &!

Jasieniuk! 2011)! implemented! in! R! 2.15.3! (R! Core! Team! 2015),! based! on! pairwise! genetic! distance!

calculated!by!Lynch’s!methods!(Lynch,!1990).!POLYSAT!was!designed!to!analyse!polyploid!microsatellite!

data!by!assuming!that!the!allele!copy!number!was!ambiguous!in!any!heterozygotes.!!

We! also! analysed! the! microsatellite! data! with! a! Bayesian! clustering! approach! in! STRUCTURE! 2.3.4!

(Falush!et!al.,!2003)!to!identify!the!most!likely!number!of!genetic!clusters!(K),!to!complement!the!inference!

of! taxonomic! classification.! This! method! implements! algorithms! accounting! for! genotypic! uncertainty!

arising!from!copy!number!variation!when!the!data!include!polyploids,!and!we!also!declared!the!possibility!

that!null!allele!occurs!at!each! locus! (i.e.!an!allele! recessive!with! respect! to!all!other!alleles).! Individuals!

were!assigned!to!genetic!clusters!based!on!multilocus!genotypes.!We!performed!ten!replicates!(500!000!

generations!and!a!burn3in!of!50!000!for!each!run)!at!each!value!of!K!from!one!to!ten!under!the!admixture!

model!with!the!assumption!of!correlated!allele!frequencies!among!populations.!Individuals!were!assigned!

to!clusters!based!on!the!highest!membership!averaged!coefficient.!The!ΔK!was!calculated!based!on!the!

rate! of! change! in! the! log! probability! of! the! data! between! successive! K! values! (Evanno! et! al.! 2005).!

Replicate! runs! were! grouped! based! on! a! symmetric! similarity! coefficient! of! >0.7! using! CLUMPP!

(Jakobsson! &! Rosenberg! 2007)! and! visualized! in! DISTRUCT! 1.1! (Rosenberg! 2004).! We! chose! the!

optimal!value!of!K!based!on!the!ΔK!analysis!of!the!STRUCTURE!outputs.!

The!following!population!genetic!parameters!were!calculated!for!each!genetic!cluster:!the!allelic!richness!

(NA),! the! effective! number! of! alleles! (NAE)! following!Nielsen! et! al.,! (2003),! the! expected! heterozygosity!

(HE),!the!observed!heterozygosity!(HO)!and!the!inbreeding!coefficient!(F)!as!implemented!in!the!program!
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SPAGeDi! version! 1.5a! (Hardy! 2015).!Differentiation! among! genetic! clusters! and! species!was! analysed!

based!on!allele! identity!with! the!statistic!FST,!or!on!allele!size!with!RST.!The!contribution!of!stepwise3like!

mutations!to!population!differentiation,!that!is,!whether!RST!>#FST,!was!investigated!by!testing!whether!the!

observed!RST!was!larger!than!its!value!obtained!after!permuting!allele!sizes!among!allelic!states!(Hardy!et!

al.,!2003).!!

6.3.$Results$
!
The!Lynch’s!genetic!distances!of!all!302!individuals!were!calculated!and!scaled.!The!four!distinct!morpho3

species!could!not!be!clearly!separated.!The!first!axis!of!the!PCoA!(Fig.!2)!only!separated!A.#bipindensis!

from!A.#parviflora!while!A.#pachyloba!was!mixed!with!A.#bipindensis!and!A.#bella.!!

!

!
Figure$2.!Principal!coordinates!(PCoA)!analysis!of!microsatellite!genotypes!of!302!Afzelia!individuals!identified!as!A.#
bella,#A.#bipindensis,!A.#pachyloba!or!A.#bella,!based!on!Lynch’s!genetic!distance!
!

The!STUCTURE!clustering!algorithm!showed!that!the!log3likelihood!of!the!data!increased!with!the!number!

of!genetic!clusters!until!K!=!4.!The!hierarchical!Evanno’s!delta!K!method!also!indicated!that!the!most!likely!

number!of!genetic!clusters!was!K!=!4!(Fig.!3).!However,!there!was!no!clear3cut!correspondence!between!

taxonomic!species!identification!and!genetic!clusters.!Higher!levels!of!admixture!from!four!Afzelia!species!

were!found!in!the!African!rain!forests,!especially!in!Central!Africa.!The!first!genetic!cluster!(GC1)!occurs!in!

Lower!Guinea!and! includes!only!A.#bipindensis! individualsZ!GC2! is!presented! to!Upper!and! low!Guinea!

and!gathers!all! the!populations! from!A.#parviflora!and!West!African!populations!of!A.#bella.!GC3!ranges!

from! Lower! Guinea! to! Congolia! and! includes! A.# bella! (Central! African! populations)! and! A.# pachyloba!

which!seem!therefore!to!introgress.!Finally,!GC4!also!ranges!from!Lower!Guinea!to!Congolia!and!includes!
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A.#bella! !and!A.#bipindensis! (Fig.!4).!The!genetic!clusters! thus!show!more!geographic!structure! tha! the!

taxonomic!species.!!

!
Figure$ 3.! Determination! of! the! number! of! clusters! in! the! nSSR! data! set! of! forest! Afzelia! species! using! the! log!
probability!of!the!data!between!successive!K!values!(Evanno!et!al.!2005),!based!on!STRUCTURE!analyses.!
!
Table$ 1.! Genetic! diversity! and! differentiation! parameters! of! the! four! genetic! clusters! inferred! in! rain! forest!Afzelia!
species! (A.# bella,# A.# bipindensis,!A.# pachyloba,!A.# bella)! using! 11! nuclear! SSR! loci! (only! samples! assigned! to! a!
genetic!cluster!with!a!probability!≥!0.7!were!included).!Differentiation:!FST!below!and!RST!above!the!diagonalZ!test!of!
phylogeographical!signal!(i.e.!RST!>!FST)!are!indicated!by!*P!<!0.05!and!by!ns!(P>0.05).!Diversity:!N:!sample!size,!A:!
Number!of!alleles,!HE:!expected!heterozygosity!corrected!for!sample!size,!F:!inbreeding!coefficient.!
!

!! Differentiation!parameters:!RST/FST#! !! Diversity!parameters!

Genetic!
clusters! GC1! GC2! GC3! GC4!

!

N# A# HE# HO# F#

GC1! !! 0.24! 0.10! 0.06! !! 103! 14! 0.73! 0.49! 0.33!

GC2! 0.39*! !! 0.19! 0.14!

!

25! 9! 0.62! 0.31! 0.49!

GC3! 0.26*! 0.13ns! !! 0.04!

!

59! 14! 0.77! 0.38! 0.51!

GC4! 0.12*! 0.11#ns! 0.04*! !!

!

49! 18! 0.84! 0.72! 0.14!

All!samples! RST=!0.18! !! FST=!0.11! 236! 22! 0.82! 0.49! 0.39!

!

Pairwise! FST! differentiation! among! the! four! genetic! clusters! revealed! that! the! three! sympatric! genetic!

clusters! (GC1,! GC3! and! GC4)! were! closely! related! (FST! between! 0.04! and! 0.10).! They! were! well!

differentiated!from!the!west!group!(GC2)!(FST! ranging!from!0.14!to!0.24Z!Table!1).!RST!values!showed!a!

higher!differentiation!between!GC1!and!other!genetic!clusters! (GC2,!GC3,!GC4)!with!significantly! larger!

values!than!FST!indicating!a!phylogeographical!signal!(P!<!0.01Z!allele!size!permutation!testsZ!Hardy!et!al.,!

2003).!Observed!heterozygosity!is!lower!than!expected!heterozygosity!and!estimates!ranged!from!0.31!to!

0.72!and!from!0.62!to!0.84,!respectively.!

!
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!
Figure$4.!Genetic!admixture!among!the!four!rain!forests!Afzelia!species!in!Africa.!Genetic!clusters!(E)!detected!in!A.#
bella! (a),! A.# bipindensis! (b),! A.# pachyloba! (c)! and! A.# parviflora! (d)! using! the! Bayesian! clustering! algorithm!
implemented! in! STRUCTURE! (K=4).! The! four! genetic! clusters! are! presented! as! histograms! (with! individuals!
percentage).!Red!color!indicated!GC1,!yellow:!GC4,!Blue:!GC3!and!green:!GC2.!

6.4.$Discussion$
!
Very!few!studies!described!diversity!within!and!between!populations!of!polyploid!tree!species!in!the!same!

genus.!This!work! is! the! first!one!conducted!on!African!polyploid! tree!species.!Our!data! revealed! limited!

concordance!between! the!patterns!of!genetic!variation!and! the! taxonomic!species!currently! recognized.!

This!can!be!interpreted!in!two!ways:!(1)!the!taxonomy!of!forest!Afzelia!is!inadequate!and!must!be!revised,!

or!(2)!substantial!gene!flow!between!the!four!morpho3species!blurs!their!genetic!differentiation.!These!two!

interpretations! are! not! necessarily! exclusive,! and! largely! depend! on! the! species! concept! one! wish! to!

adopt.!!

In! West! African! forests,! only! one! genetic! cluster! was! observed,! suggesting! a! genetic! homogeneity!

between!A.#parviflora!and!West!African!populations!of!A.#bella.! Insofar,!making! the!assumption! that!we!

have!actually!a!single! forest!species!of!Afzelia! in!West!Africa,!our! results!would!be!similar!compared! to!

other! West! African! forest! species,! like! Pentadesma# butyracea! (Ewedje,! 2012)! and! Distemonanthus#

benthamianus! (Demenou! et! al.,! 2016)! suggesting! that! the! West! African! forest! has! not! been! deeply!

fragmented! following!past!climate!changes.! In!central!Africa,!we!obtained! three!genetic!clusters,!shared!
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between!A.# bipindensis,!A.# pachyloba! and!A.# bella! (with! limited! differentiation).! This! pattern! of! shared!

polymorphism!was!also!observed!by!Donkpegan!et!al.!(2017)!with!nuclear!and!chloroplast!genes.!

According! to! our! results,! the! question! of! delimitation! of! these! species! arises.! Systematists! and!

evolutionary! biologists! have! typically! recognized! two! general! categories! of! polyploidy:! allopolyploidy!

results! from! the! hybridization! of! several! parental! species! while! autopolyploidy! results! from! a! single!

parental! species! (Soltis! et! al.,! 2007).! While! allopolyploids! may! differ! from! their! diploid! progenitors,!

autopolyploids! are! often! more! difficult! to! distinguish! from! their! parental! species! on! the! basis! of! the!

morphology!(Levin,!1983,!2002).!Gene!inheritance!in!allopolyploids!is!usually!disomic!(i.e.!like!in!diploids),!

meaning!that!homeologous!chromosomes!originating!from!each!parent!species!do!not!pair!during!meiosis,!

so! that! their! respective! allelic! composition! can! diverge! or! maintain! an! initial! divergence.! This! typically!

leads! to! fixed! heterozygosity,! or! at! least! an! heterozygosity! excess! at! several! loci.! By! contrast,!

autotetraploids!usually!display!polysomic!inheritance!whereby!the!rate!of!heterozygosity!can!be!deduced!

from!allele! frequencies!under! random!mating,!or!show!a!deficit!of!heterozygosity! in!case!of! (biparental)!

inbreeding.! As! observed! heterozygosity! was! lower! than! expected! heterozygosity! at! all! loci! within! each!

genetic!cluster,!we!can!conclude!that!tetraploid!Afzelia!should!follow!a!tetrasomic!mode!of!inheritance!and!

can!be!considered!as!autotetraploids! (Donkpegan!et!al.,!2015).!Furthermore,!other!studies!showed! that!

independent!polyploid!lineages!may!be!interfertile,!and!thus!interbreed!when!they!come!into!contact,!and!

could!be!grouped!as!one!biological!species!(Soltis!et!al.,!2007).!

If!we!accept!the!taxonomic!status!of!the!four!species,!given!that!they!currently!have!sympatric!distributions!

and!often!occur!close!together!in!natural!environments,!the!genetic!pattern!we!observed!is!therefore!likely!

to!be!caused!by!hybridization.! In! fact,!allele!sharing!among!closely! related!species!may!occur!because!

alleles!may!have!moved!from!one!species!to!another!via!introgressive!hybridization!within!a!framework!of!

stable!species’! ranges,!perhaps!assisted!by!gene! flow!related! to!environmental!conditions!(Wang!et!al.,!

2014).!Under!this!scenario,!we!should!assume!that!some!genomic!regions!are!mainly!responsible!for!the!

morphological!differences!between!species!while!most!of! the!other!genomic!regions!would!mix!between!

species,!a!pattern!reminiscent!of!oaks!(Quercus,!e.g.3!Scotti3Saintagne!et!al.,!2004).!!!

Recent!studies!on!diversification!of!African!Afzelia!tetraploid!species,!showed!that!tetraploid!diversification!

was! initiated! in! the! late3Miocene! around! 6.5!Ma! to! 9.4!Ma! (Dechamps! et! al.,! 1992Z! Donkpegan! et! al.,!

2017).! Indeed,! the! upper! Miocene! time! had! experienced! a! climatic! optimum! which! have! favored!

diversification!of! tropical! forests! (Morley!2000Z!Zachos!et!al.,!2001Z!Plana!2004Z!Hoorn!et!al.!2010)!and!

may!have!played!a!possible!role!in!the!ongoing!diversification!within!the!four!Afzelia!rain!forests!species!

(Donkpegan!et!al.,!2017).!

6.5.$Conclusion$
!
We! conclude! that! a! high! hybridization! occur! between! A.# bipindensis,! A.# bella,# A.# pachyloba! and! A.#

parviflora!through!the!African!rain!forests,!leaving!behind!a!footprint!of!introgressed!genes!in!the!genome!

of!these!species.!Our!results!support!the!following!three!hypotheses:!(1)!the!four!recognized!species!are!

biological!realities!and!our!data! is!explained!by!the!hybridization.!But! it!must!be!assumed!that! there!are!
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regions! of! the! genome! responsible! for! the! morphological! differences! between! these! speciesZ! (2)! the!

species! delimitation!must! be! questioned! between! these! species.!However,! the! observation! of! separate!

genetic! clusters! in! sympatry! suggests! that! there! are! still! distinct! entities! (species,! ecotypes,...)Z! (3)! the!

species! are! true! and! differentiated!morphologically,! but! there! are! many! errors! of! their! identification.! A!

possible!mix!of!all!these!hypotheses!is!possible.!But!new!data!more!powerful,!such!as!provided!by!Next!

Generation!Sequencing! (NGS),!would!be!very!useful! to!complete! the!characterization!of! the! large3scale!

genetic!structure!(phylogeographic!approach),!and!they!might!give!additional!insights!into!the!evolutionary!

history!of!these!species.!
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CHAPITRE$7!!
EVIDENCE!OF!SYMPATRICALLY!HIGHLY!DIFFERENTIATED!GENETIC!
CLUSTERS!IN!THE!AFRICAN!TETRAPLOID!TREE!AFZELIA#BIPINDENSIS!
(LEGUMINOSAE3CAESALPINIOIDEA)!!SHOWING!PHENOLOGICAL!AND!

POPULATION!STRUCTURE!DIFFERENCES!
!

Le! chapitre! précédent! a! mis! en! exergue! la! probable! nécessité! de! devoir! réviser! la! classification!

taxonomique! des! Afzelia! tétraploïdes.! Parmi! ceux3ci,! A.# bipindensis! se! répartit! entre! deux! clusters!

génétiques.!Le!présent!chapitre!explore! la!structure!génétique!à! fine!échelle!et! les!distances!de! flux!de!

gènes!dans!une!région!ou!les!deux!clusters!sont!en!sympatrie.!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

«!Les#biologistes#s'intéressent#davantage#à#l'espèce#qu'à#l'individu,#qui#se#range#évidemment#dans#la#
catégorie#de#l'espèce,#mais#reste#singulier.#L'individu#n'existe#qu'une#fois,#il#est#"un#fusil#à#un#coup.#»!

!
Alain$Prochiantz$

!
$

!
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7.$Evidence$of$sympatrically$highly$differentiated$genetic$clusters$in$the$African$tetraploid$timber$
tree$ Afzelia! bipindensis$ Harms$ (Leguminosae)$ showing$ phenological$ and$ population$ structure$
differences$

!

!

!

!!

Abstract$
!

The!genetic!diversity!and!mating!system!of!polyploid! trees!have!been!rarely!documented! in!wet! tropical!

forests! despite! their! importance! to! understand! plant! evolution.! In! this! study,! we! analyzed! genetic!

differentiation,! mating! system! and! phenological! pattern! at! fine! scale! in! Afzelia! bipindensis! Harms!

(Leguminosae),! an! insect3pollinated! autotetraploid! tree! occurring! at! low! density! (6! to! 15! adultszkm2)! in!

African!rain!forests.!Eleven!microsatellite!markers!were!used!to!type!178!individuals!sampled!in!a!c.!5!x!4!

km2! forest! area! in! eastern! Cameroon.! Bayesian! clustering! detected! two! discrete! genetic! clusters! in!

sympatry!showing!moderate!but!significant!differentiation!(FST!=!0.06,!P!<!0.01)!despite! the!presence!of!

potential!hybrids.!The! two!genetic!clusters!show!overlapping! flowering!periods!but!with! flowering!peaks!

delayed!by!one!to!two!months.!They!also!display!different!size!distributions!for! their!diameters!at!breast!

heights! (means!of!37!and!62!cm).!Mantel! tests! indicated!a!significant,!albeit!weak,!correlation!between!

geographic!and!genetic!distances!between!individuals!within!each!genetic!cluster,!consistent!with!indirect!

estimates!of!gene!dispersal!distances!ranging!from!!g!=!1.71!to!3.23!km.!Selfing!rates!was!very!low!(not!
significantly!different! from!zero)!among!adults! for!both!genetic!entities.!Our! results!highlight! that!Afzelia#

bipindensis! should! be! considered! as! a! complex! tetraploid! species!with!multiple! genetic! groups!or! as! a!

complex! of! tetraploid! species.! Further! work! on! the! relationships! between! the! inferred! genetic! clusters!

should! improve! our! understanding! of! this! peculiar! taxon,! which! might! shed! light! on! the! evolution! of!

polyploid!tree!species.!!

!
Key$words:!tetraploid!–!Afzelia#bipindensis!–!sympatric!genetic!differentiation!–!selfing!–!gene!dispersal!–!
phenology!–!low!density!–!Central!Africa!rain!forests.$
!
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7.1.$Introduction$
!
Diversification!is!a!key!issue!in!plant!evolution.!It!is!usually!based!on!mechanisms!of!reproductive!isolation!

(due! to! barriers! to! gene! flow)! that! depend! on! spatial! isolation! (allopatric! speciation)! or! not! (sympatric!

speciation).! It!has! long!been!believed! that!species!originate!mostly! through!allopatric!divergence! (Mayr,!

1947! &! 1963).! The! possibility! of! sympatric! speciation! in! populations! has! been! considered! problematic!

because!recombination!between!different!subsets!of!a!population!that!have!adapted!to!different!habitats!

was! considered! to! counteract! natural! selection! for! locally! adapted! gene! combinations! (Rice,! 1984Z!

Johannesson,! 2001).! Thus,! the! relative! importance! of! the! different! evolutionary! processes! of!

diversification! of! sympatric! plant! populations! and! their! interplay! with! the! ecology! of! the! organisms! are!

complex! (Savolainen! at! al.,! 2006).! Unraveling! this! complexity! is! an! exciting! challenge! for! evolutionary!

ecologists,! especially! for! those! dealing! with! tropical! tree! taxa.! Moreover,! understanding! the! size! and!

connectedness!of!tree!populations!within!an!area!of!interest!has!major!implications!for!the!management!of!

tropical!rainforests.!

Divergence!between!highly! structured!populations! can!be!examined! through! their! reproduction! process!

(Murawski!&!Hamrick!1992Z!Nason!&!Hamrick!1997Z!Fuchs!et!al.,!2003).!Plant!sexual!reproduction!is!an!

important!phenomenon!which!is!achieved!by!mechanisms!involving!selfing!or!outcrossing.!Treating!plant!

reproductive!biology! requires!also! to! investigate! the!conditions! that! lead! to! the!mix!of!any!of! these! two!

alternative! forms!of!mating! (Holsinger,! 2000Z!Goodwillie! et! al.,! 2005).!These!main! components!of! plant!

mating!system!are! influenced!by!a!variety!of!plant! traits,! including!floral!morphology,!self3incompatibility,!

inflorescence!architecture,!pollinator!behavior!and!phenology! (Wyatt,!1982Z!Richards,!1986Z!Harder!and!

Barrett,! 1996).! Flowering! phenology! is! an! important! adaptive! trait! that! directly! determines! the! effective!

number!of!pollen!donors!and! the!density!of! flowering! individuals,! both!of! them!affecting! the!patterns!of!

gene!flow!between!individual!trees!(Stephenson,!1982).!

Gene! flow,! induced! by! the! dispersal! of! seeds! and! pollen,! has! already! been! characterized! for! several!

tropical! trees.!For!example!Hardy!et!al.! (2006)!observed!varying!spatial!genetic!structure! in!Amazonian!

tree!species!and!inferred!a!dispersal!distance!(sigma)!ranging!from!0.1!to!1.2!km.!Although!most!tropical!

rainforests!tree!species!show!low!potential!gene!flow!under!relatively!high!population!densities![0.431!km!

for!Distemonanthus#benthamianus!(10–70!trees!z!km2)!3!Debout!et!al.,!2011Z!0.430.5!km!for!Erythrophleum#

suaveolens!(10–170!trees!z!km2)!–!Duminil!et!al.,!2016aZ!0.2!3!0.6!km!for!Aucoumea#klaineana!(187!trees!z!

km2)!3!Born!et!al.!2008],!gene!flow!can!be!extensive!when!population!densities!are!low![6.6! 3!9.9!km!for!

Baillonella#toxisperma!(5–7!trees!z!km2)!3!Ndiade3Bourobou!et!al.,!2010!Z!137!km!for!Milicia#excelsa!(2–20!

trees!z!km2)!3!Bizoux!et!al.,!2009].!Gene!flow!can!be!characterized!using!neutral!genetic!markers!such!as!

simple! sequence! repeat! (SSR),! also! call! microsatellites.! Despite! the! interest! of! this! type! of! genetic!

markers!in!mating!system!studies,!they!are!not!easily!used!in!polyploids!(Dufresne!et!al.!2014).!Population!

genetic! analyses! of! polyploids,! especially! autopolyploids! with! tetrasomic! inheritance,! have! traditionally!

been!fraught!with!difficulties!associated!with! the! identification!of! loci!and!the!exact!scoring!of!genotypes!

(Trapnell!et!al.,!2011).!Accurate!interpretation!of!the!phenotypic!expression!of!a!marker!(i.e.,!determination!
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of! both! the! correct! number! of! distinct! alleles! and! copy! number! of! alleles! per! locus! [i.e.,! dosage])! is!

essential! for! the! precise! determination! of! multilocus! genotypes! and! allele! frequencies! (Trapnell! et! al.,!

2011Z!Hardy,!2015).!!

In!some!low3order!polyploids,!allele!copy!numbers!can!be!estimated!from!peak!heights!and!extensions!of!

the!statistics!developed!for!diploids!used!to!assess!population!genetic!(Obbard!et!al.,!2006Z!Sampson!&!

Byrne,!2012).!However,! in!most!of!the!cases,!these!statistics!are!limited!to!the!study!of!estimating!allele!

frequencies!of!polyploid!populations!(Thrall!et!al.,!2000Z!De!Silva!et!al.,!2005Z!Markwith!et!al.!2006Z!Liao!et!

al.!2008Z!Van!Puyvelde!et!al.!2010Z!Huang!et!al.,!2014).!Few!programs!exist!for!mating!system!analysis!in!

polyploid.! ORCHARD! (Spielmann! et! al.,! 2015)! and! POLYPATEX! (Zwart! et! al.,! 2016)! allow! the!

characterization! of! gene! flow! among! polyploids,! using! direct! methods,! such! as! paternity! analysis.!

However,! such! analysis! requires! an! exhaustive! sampling! of! adults,! which! is! extremely! challenging! in!

natural!tropical!forests.!An!alternative!approach!is!to!use!indirect!methods!such!as!the!one!developed!by!

Hardy!(2015)!who!provided!general!expressions!for!the!inbreeding!and!identity!disequilibrium!coefficients!

under! a! mixed! mating! model! (MMM)! for! polyploid! organisms! with! polysomic! inheritance.! The! strong!

dependence! of! these! coefficients! with! respect! to! the! selfing! rate! makes! them! interesting! for! breeding!

system!inferences!using!molecular!markers!(Hardy,!2015).!

In!this!study,!we!investigated!fine!scale!gene!flow!in!a!population!of!the!low!density!(6315!adult!trees!z!km2)!

autotetraploid! timber! tree! species!Afzelia# bipindensis!Harms!whose!pollen! and! seeds! are! dispersed!by!

animals!and!which!is!of!both!economic!and!ecological!interest!in!Central!Africa.!We!sampled!178!trees!in!

a!c.!20!km2!area!in!south!eastern!Cameroon,!in!forest!concessions!under!sustainable!management!of!the!

logging!company!Pallisco,!and!we!followed!the!phenology!of!a!subset!of!trees!over!2!years.!We!used!11!

nuclear! microsatellites! to! assess! the! genetic! structure! and! estimate! selfing! rate! and! gene! flow.! Two!

genetic!clusters!were!found!in!sympatry!at! fine!scale,!confirming!the!subdivision!of! the!species!between!

two!clusters!as!evidenced!by!chapiter$ 6! (fig.!4).!Following!this!result!we!(i)!characterized!the!fine!scale!
genetic! structure! within! each! cluster! and! estimated! their! respective! selfing! rates! and! gene! dispersal!

distances,!(ii)!compared!the!flowering!phenology!and!diameter!distributions!of!the!two!genetic!clusters,!(iii)!

searched!for!evidence!of!genetic!introgressions!between!these!clusters.!

7.2.$Materials$and$methods$

7.2.1.$Study$species$
!
Afzelia# bipindensis! Harms! (Leguminosae)! is! a! hermaphrodite! Guineo3Congolese! tree! species! of! moist!

evergreen!and!semi3evergreen! forests!distributed! in!Central!African!up! to!900!m!elevation! (Gérard!and!

Louppe,!2011Z!Donkpegan!et!al.,!2014).!It!is!a!non!pioneer!light3demanding!species!!(Doucet!et!al.,!2016)!

that! has!no! regeneration!deficit! in! natural! forests! (Feteke!&!Philippart! 2008).!The! trunk!presents!at! the!

base,!several!uneven!foothills!and!a!slightly!concave!profile!(Aubréville,!1968).!When!they!top!the!canopy,!

adult! trees! can! reach! 40! m! height! and! 100–180! cm! diameter! (de! St.! Aubin,! 1963).! The! reproductive!

ecology!of!this!species!remains!poorly!studied!(Donkpegan!et!al.,!2014).!Its!fruits!are!kidney3shaped!pods!
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(539!x!10315!cmZ!Donkpegan!et!al.,!2014),!opening!in!two!valves,!hummocky,!and!housing!2!3!12!seeds.!

The!seeds,!oval!or!oblong,!are!large!(1.14!x!2.78!cm),!smooth,!and!fitted!with!a!colorful!fleshy!basilar!aril.!

They!are!heavily!collected!by!a!rodent!(Cricetomys#emini),!which!is!probably!their!main!predator!but!could!

also! be! their! main! disperser! through! scatter3hoarding! behavior! (Evrard,! 2015).! Pollination! would! be!

mediated! by! butterflies! according! to! some! observations!made! on! low! branches! (Doucet! J3L.,! personal!

observation).!Fruiting!begins!around!15!cm!in!diameter.!Hence!in!our!study!only!individuals!with!a!dbh!≥!

15! cm! were! considered! as! adult! trees.! A.# bipindensis! is! generally! represented! by! scattered! isolated!

individuals,!with!an!average!density!of!6315!adult!trees!z!km2!in!the!study!zone!(Feteke!&!Philippart!2008).!

Two!genetic!clusters!have!been!observed!for!this!species!(chapiter$6).!

7.2.2.$Study$area$
!
The!study!area!is!a!plot!of!400!ha,!and!the!surrounding!area!situated!in!south!East3Cameroon!(14.34°E,!

3.28°N),!and!located!in!a!sustainably!managed!logging!concession!granted!to!the!company!Pallisco.!The!

climate! is! equatorial,! with! two! rainy! periods! (March! to! June! and! August! to! December).! Mean! annual!

rainfall! is! 1550! mm,! and! mean! annual! temperature! is! 24°C! (Dainou! et! al.,! 2012).! The! forest! is! semi3

deciduous! with! a! canopy! dominated! by! Meliaceae,! Combretaceae,! Sterculiaceae! and! Ulmaceae!

(Letouzey,!1970).!The!two!clusters!of!A.#bipindensis!are!present!in!the!study!area!(chapiter$6).!

7.2.3.$Population$sampling,$DNA$isolation$and$genetic$amplification$$
!
We!performed!an!exhaustive!sampling!of!all!A.#bipindensis!trees!of!dbh>10cm!in!the!400!ha3plot.!We!also!

collected!adult!trees!in!the!surroundings!in!order!to!increase!sample!size.!Overall,!we!collected!samples!

(leaves!or! pieces! of! cambium)! from!178!adults! and!156! seeds! coming! from!15!mother! trees.!Samples!

were!immediately!dried!in!silicagel.$

DNA!was!extracted!from!leaf!or!cambium,!or!from!embryo!tissues!in!the!case!of!seeds,!using!the!DNeasy!

Plant!Mini!Kit! (Qiagen,!Valencia,!California,!USA).!Samples!were!genotyped!using!11!microsatellite! loci!

following! the! protocol! of! Donkpegan! et! al.! (2015).! Amplified! DNA! fragments! were! revealed! using! an!

automated!ABI!3730!sequencer!(Applied!Biosystems,!Lennik,!The!Netherlands).!The!steps!of!genotyping!

and!allelic!dosage!determination!(on!tetraploid)!were!carried!out!as!described!in!Donkpegan!et!al.!(2015).!

7.2.4.$Identification$of$spatial$genetic$structure$of$adults$trees$
!
Population! genetic! structure! was! first! assessed! using! the! clustering! algorithm! implemented! in!

STRUCTURE! (Falush! et! al.,! 2003),! which! allows! treating! polyploid! datasets! assuming! polysomic!

inheritance!(Dufresne!et!al.,!2014).!From!the!allele!frequencies!estimated!by!STRUCTURE,!we!generated!

theoretical! genotypes!belonging! to!each! cluster! (50!genotypes!of! each! cluster)! and! repeated! the! same!

clustering!analyzes.!Theoretical!hybrid!genotypes!between!clusters!(50! individuals)!were!also!generated!

and! then!added! to! the!clustering!analyzes.!As! two!genetic! clusters!were!detected!but! some! individuals!

appeared! intermediate,! we! simulated! genotypes! to! assess! whether! seemingly! hybrid! individuals! could!
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occur! by! chance! due! limited! differential! between! the! two! clusters,! or! represented! truly! admixted!

individuals.! Differentiation! between! the! two! identified! genetic! clusters! was! analyzed! based! on! allele!

identity! with! the! statistic! FST,! or! on! allele! size! with!RST.! The! contribution! of! stepwise3like! mutations! to!

population! differentiation!was! investigated! by! testing!whether! the! observed!RST!was! significantly! larger!

than!its!value!obtained!after!permuting!allele!sizes!among!allelic!states!(Hardy!et!al.,!2003).!!

Given!the!difficulty! in!assigning!microsatellite!allele!dosage! in!polyploids,!we!also!used!genetic!distance!

matrices!between!individuals!that!were!generated!in!the!package!POLYSAT!(Clark!and!Jasieniuk,!2011)!

implemented! in! R! 3.1.2! (R3Core! Team,! 2013),! to! perform! on! ordination! of! the! genetic! diversity! of!

individuals.! The! raw! data! (without! allelic! dosage)! were! ordinated! on! a! biplot! graph! using! a! principal!

coordinate! analysis! (PCA)! applied! on! a!matrix! of! the! Lynch! distance!metric! (Lynch,! 1990).! The! Lynch!

distance! metric! was! chosen! because! it! is! based! on! allele! frequency! and! implements! a! band3sharing!

dissimilarity! index! that! is! more! appropriate! for! autopolyploid! species! (Lynch,! 1990Z! Clark! &! Jasieniuk,!

2011).! Finally,! genetic! distance! values! were! then! subjected! to! an! other! principal! component! analysis!

(PCA)!as!implemented!in!GenAlEx!(Peakall!&!Smouse!2006).!To!this!end,!we!coded!genotypes!in!terms!

of!presence/absence!data!without!allele!dosage!information.!PCA!examines!a!dissimilarity!matrix!(based!

on!genetic!distance)!of!pairwise!differences!between!individuals!and!uses!eigenvalue!analysis!to!take!the!

variation!between!samples!and!condense!them!into!a!limited!number!of!dimensions.!

7.2.5.$Genetic$diversity$and$identity$disequilibrium?based$selfing$rate$estimation$
!
For!each!genetic!cluster,!genetic!variation!was!characterized!by!calculating! the!allelic! richness!(NA),! the!

effective! number! of! alleles! (NAE)! following! Nielsen! et! al.,! (2003),! expected! heterozygosity! (HE)! and!

observed!heterozygosity! (HO).!The! inbreeding!coefficient! (F)!was! tested!by!999! randomizations!of!gene!

copies!among! individuals!using! the!program!SPAGeDi! version!1.5a! (Hardy!2015).!For!SPAGeDi,!allele!

dosage!was!inferred!from!the!relative!intensities!of!alleles!in!chromatograms.!!

Selfing!rates!(S)!were!estimated!based!on!standardized!identity!disequilibrium!(assuming!a!Mixed!Mating!

Model! in!an!autopolyploid!organism!with!chromosome!segregationZ!Hardy!2015)!using!either!genotypes!

with! inferred! allelic! dosage! or! phenotypes! (i.e.! irrespective! of! allele! dosage).! Standard! errors! were!

provided! by! jackknifing! over! loci.! The! significance! of! the!multilocus! standardized! identity! disequilibrium!

coefficient! (g2z)! was! tested! unilaterally! by! a! permutation! test! whereby! single3locus! data! are! randomly!

permuted!among!individuals!within!each!A.#bipindensis!genetic!cluster!(David!et!al.!2007).!

7.2.6.$Isolation$by$distance$and$estimation$of$gene$dispersal$distances$
!
For!all!adults!in!the!study!area,!we!computed!pairwise!geographic!distances!from!geographic!coordinate.!

Pairwise! kinship! coefficients! (Fij)! were! estimated! between! individuals! using! the! Nason’s! estimator! of!

kinship! coefficient! (Loiselle! et! al.,! 1995)! as! implemented! in! the! software! SPAGeDi! 135a! (Hardy! &!

Vekemans!2002).!!

Rho3statistic,!which!is!an!intra3class!relatedness!coefficient!for!polyploid!species!(Ronfort!et!al.!1998),!was!

also!calculated! for!all! individuals!as! it!can!be! interpreted!as!an!average!relationship!coefficient!between!
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individuals! within! population.! Mantel! tests! (9999! permutations)! were! performed! independently! for! all!

individuals!at!fine!scale,!to!test!whether!neighboring!individuals!had!a!higher!degree!of!genetic!similarity!

than!more!distant!individuals!using!SPAGeDi.!

We!estimated!the!neighbourhood!size!(Nb)!and!the!gene!dispersal!distance!!g!of! the!studied!population!
following! the! procedure! described! in! Hardy! et! al.! (2006):! The! Wright’s! neighbourhood! size! (Nb)! was!

computed! as! Nb! ≈! 4"De!g2,! with! De! the! effective! population! density! and!!g2! half! the! mean! squared!
parent–offspring!distance.!As!!g!is!unknown,!an! iterative!approach!can!be!applied! to!estimate! jointly!Nb!
and!!g!knowing!De,!following!Vekemans!&!Hardy!(2004).!It!can!be!estimated!as!Nb=3(1–F(1))/br!with!br!is!
the!restricted!regression!slope!of!Fij!on!the!natural! logarithm!of! the!spatial!distance!between!individuals,!

ln(dij)!within!a!limited!distance!range!σg!>!dij!>!20σg.!The!quality!of!the!joint!estimate!is!highly!sensitive!to!

the!quality!of!the!value!assumed!for!De.!De!can!be!approximated!as!D!x!Ne/N,!where!Ne/N!is!the!ratio!of!

the!effective!population!size,!namely!the!NeZ!to!the!total!population!size,!N!(Vekemans!and!Hardy,!2004).!

We!thus!used!D/2,!D/4!and!D/10!as!alternative!estimates!for!De.!According!to!the!sampling!in!the!c.!20!

km2!area,!the!population!density!(D)!for!A.!bipindensis!is!D!=!6!and!15!trees!z!km²!for!trees!with!a!diameter!

greater!than!20!cm,!respectively!for!the!two!clusters.!Therefore,!we!used!three!following!effective!densities!

De! =! 3,! 1.5! or! 0.6! trees! z! km2! and! 7.5,! 3.75! or! 1.5! trees! z! km2! for! these! two! clusters! respectively..!

Approximate!standard!errors!were!obtained!by!jackknifing!over!loci.!

7.2.7.$Diameter$structure,$phenology$study$and$flowering$synchrony$
!
Analysis!of! the!horizontal! diameter!was!made! from! the!distribution!of! trees! (DBH!≥!10!cm)! in!diameter!

classes!of!10!cm!amplitude.!In!order!to!compare!the!averages!diameter!distribution!of!the!two!clusters,!we!

performed! a! student! t# test.! Phenological! observations! were! conducted! over! twenty! months,! from!

September!2014!to!September!2016,!on!a!subsample!of!97!trees!out!of!the!178!individuals!sampled!for!

genetic!investigations.!Their!diameter!ranged!between!15.5!and!124.1!cm.!Timing,!duration,!and!intensity!

of! flowering,!were! recorded!once!a!month! for!each! individual.!Using!binoculars!and!a!semi3quantitative!

method!(Morellato!et!al.,!2000),!a!team!of!three!local!technicians!estimated!(once!a!month)!the!intensity!of!

the! phenophases! based! on! the! percentage! of! the! crown! covered! by! the! organ! types! (leaves,! flowers,!

unripe!fruits,!ripe!fruits)!(Dainou!et!al.,!2012).!We!computed!a!within3year!synchronization!index!I!for!each!

of!the!studied!periods!(2015!and!2016).!The!index!I!can!be!defined!as!the!average!proportion!of!trees!that!

flower!together!at!a!given!time,!regardless!the!intensity!or!abundance!of!flowers,!according!to!Augspurger!

(1983)!and!Elzinga!et!al.!(2007):!!

# = 1
& − 1

1
() *+

,

-./
!

where!I! is!the!synchrony!index!of!the!individual!plantsZ!n! is!the!total!number!of!flowering!individuals! in!a!

given!yearZ!fi! is!the!number!of!census!days!when!tree!i! flowersZ!Wj! is!the!number!of!census!days!where!

tree!i!and!tree!j!(j!#!i)!flower!simultaneously.!
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7.3.$Results$$

7.3.1.$Detecting$genetic$discontinuities$
!
Based!on!outputs!from!STRUCTURE,!the!most!likely!number!of!genetic!clusters!was!K!=!2!according!to!

the! delta! K! method! (Evanno! et! al.,! 2005),! with! a! high! assignment! probability! (P>! 83%)! (Fig.1A).! The!

ordered!histogram!of!assignment!values!(Fig.!1B)!shows!that!15!individuals!have!intermediate!assignment!

values!and!may!represent!hybrids.!Bayesian!clustering!analyzes!on!simulated!genotypes! including!pure!

individuals!from!each!genetic!cluster!do!not!show!intermediate!individuals!(Fig.!2).!!

!

!
Figure$ 1.$Synthetic!map!of! the!genetic!clustering!of!A.#bipindensis! species!at! fine!scale! in!eastern!Cameroon! (A),!
based!on!STRUCTURE!results!for!an!optimal!number!K=2!clusters.!Complete!inventories!of!adults!trees!were!carried!
out!in!the!400!ha!plot.The!histogram!(B)!show!the!individual!assignment!to!clusters!for!K!=!2!!
!

When!simulated!F1!hybrids!were!added!in!this!analysis,!we!see!the!same!clustering!pattern!that!the!actual!

data.!However,! the!genetic!distance!based!on!FST!between!K1!and!K2!was!FST!=0.06.!RST!value,!which!

account! for! microsatellite! allele! sizes,! was! slightly! larger! (RST! =0.08).! This! indicates! a! non3significant!

phylogeographical!signal!between!K1!and!K2,!in!connection!with!low!geographical!structuring!between!the!

two!identified!genetic!clusters!(Fig.!1).!PCA!based!on!the!distance!measure!of!Lynch!(Lynch,!1990)!also!

showed!two!groups!corresponding!to!the!two!clusters!obtained!with!STRUCTURE!(Fig.!3).!The!first!axis!

explained!14.9%!of! the! total!variation! in! the!data!set,!while! the!second!axis!explained!only!9.2%!of! the!

total! variation.! These! results! are! confirmed! with! the! PCA! obtained! with! the! presence/absence! data! of!

alleles,!according!to!Nei’s!genetic!distance!using!GenAlEx!(Appendix$S5).!
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!

!
Figure$2.!Genetic!clusters!detected!in!simulated!data!from!genetic!clusters!K1!and!K2!using!the!Bayesian!clustering!
algorithm! implemented! in! STRUCTURE.! The! histograms! show! the! individual! assignment! of! pure! individuals! from!
clusters!K1!and!K2!(above)!and!K1,!K2!and!hybrids!F1!(below).!
!
!

!

Figure$3.!Principal!coordinates!(PCoA)!analysis!of!microsatellite!genotypes!in!A.#bipindensis!populations!sampled!at!
fine!scale!in!eastern!Cameroon,!based!on!Lynch’s!genetic!distance.!!

7.3.2.$Genetic$diversity,$consanguinity$and$selfing$rates$
!
The!genetic!diversity!parameters!computed!for!adults!and!seeds!were!similar!for!NA,!NAE!and!HE!between!

the! two! clusters! K1! and! K2.! Only!HO! presented! differences! (Table! 1)! but! this! can! be! attributed! to! a!

sampling! artifact! (n=48! and! n=115! for! K1! and! K2,! respectively)! and! low!mother! trees.! The! inbreeding!

coefficient! (F)!was!significantly!higher! than!zero! in!all!populations!and!seeds.!F!values! indicated!that!all!
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individuals!of!K2!have!a!more!pronounced!consanguine!tendency!(probably!due!to!null!alleles)!relative!to!

populations!of!K1.!

The! permutation! test! of! multilocus! standardized! identity! disequilibrium! coefficient! (g2z)! was! significant!

(P<0.05)! within! each! ontogenetic! group! (adults! and! seeds)! with! the! exception! of! adults! of! cluster! K2!

(Table!1).!Considering! the!genotypes!and!phenotypes,! the!estimated!selfing! rate!S! for!each!predefined!

genetic! cluster! was! close! to! zero! for! all! adults’! populations! of! A.# bipindensis! (Table! 1),! while! it! was!

strongly!greater!than!zero!for!the!offspring!may!be!biased!by!the!limited!sample!size!of!progeny!families!

(0.1930.24!for!the!seeds!in!K1Z!0.59!for!K2’!seeds).!

!
Table$ 1.!Genetic! diversity! parameters,! inbreeding! coefficient! (F)! and! selfing! rate! (S)! on! populations! of! adults! and!
progeny! of!A.# bipindensis.! The! number! of! genotyped! trees! (N)! and!NA! are! the! number! of! alleles! per! locus,!NAE:!
effective!number!of!alleles,!HE!and!HO!are!expected!and!observed!heterozygosity!respectively.!g2z! is!the!multilocus!
standardized!identity!disequilibrium!coefficient.!!!P3values:!***#for#P#≤#0.0019#**#for#0.001#<#P#≤#0.019#*#0.01#<#P#≤#0.05#
and#ns#for#P#>#0.05##

♯!indicate!that!there!are!respectively!7!and!6!mother!trees!which!have!generated!the!seeds!of!groups!K1!and!K2!
!

$

$
Figure$ 4.! Average! kinship3distance! curves! (Fij! plotted! against! spatial! distance)! for! two! clusters! identified! in! A.#
bipindensis!population!at!fine!scale!in!eastern!Cameroon.!!

!! !! Diversity!parameters! S# g2z#
Genetic!
clusters! ! N# NA# NAe# He## Ho# F# Genotypes! phénotypes! Genotypes! phénotypes!

K1!
Adults! 48! 14.18! 5.86! 0.79! 0.72! 0.10***! 0.08(0.11)! 0.12(0.12)! 0.003**! 0.004*!
Seeds! 104♯! 11.73! 4.48! 0.72! 0.67! 0.07***! 0.19(0.07)! 0.24(0.07)! 0.008**! 0.01***!

K2!
Adults! 115! 12.82! 5.16! 0.71! 0.47! 0.33***! 0.00(0.00)! 0.00(0.00)! 0.007ns! 30.007ns!
Seeds! 28♯! 7.82! 4.31! 0.72! 0.46! 0.36***! 0.59(0.12)! 0.59(0.11)! 0.05***! 0.07***!
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7.3.3.$Isolation$by$distance$and$estimated$gene$dispersal$
!
The!kinship!coefficient!Fij#decays!with!spatial!distance!in!two!phases:!(i)!at!distance!<!300!m,!it!decreases!

rapidly!from!a!value!of!ca.!0.038!between!neighbouring!individuals!to!near!0!at!300!mZ!(ii)!at!distances!>!

300! m,! it! decays! approximately! linearly! with! the! spatial! distance! (Fig.! 4).! Mantel! tests! indicated! a!

significant,!albeit!weak,!correlation!between!the!natural!logarithm!of!geographic!and!genetic!distances:!R2!

=! 0.0121! (P! <! 0.001)! for! cluster! K1! (Appendix.$ S6?A)Z! and! R2! =! 0.0021! (P! <! 0.001)! for! cluster! K2!
(Appendix.$S6?B).!
The!procedure! to!estimate!gene!dispersal!parameters!only!converged! for! the!cluster!K1.!Depending!on!

the!assumed!effective!density!(De),!estimates!of!mean!gene!dispersal!distances!(!g)!ranged!from!1.71!to!
3.23!km!(Table!2).!The!corresponding!Wright’s!neighborhood!size!Nb!varied!from!182!to!310!trees!(Table!

2)! with! large! confidence! intervals.! These! results,! although! indicative,! show! a! high! gene! flow! in! A.#

bipindensis.!

!

Table$2.! Indirect!estimation!of!historical!dispersal!distance! in!K2!for!global!genes!(σg)!as!well!as!Wright!
neighbourhood! (Nb)! for! the! pooled! population! using! an! iterative! procedure! with! three! estimates! of!
effective!densities!(De!=!D,!Dz2,!Dz4!and!Dz10)!given!for!σg!and!Nb!
!

! K1!
De! σg!(km)! Nb!
D/2! 1.71!(*)! 221!(*)!
D/4! 2.71!(1.14!3!4.19)! 310!(49!3!661)!
D/10! 3.23!(0.61!3!6.16)! 182!(6!3!573)!
*No!convergence!of!the!iterative!computation.!

!

!
Figure$5.$Frequency!distribution!of!diameters!at!breast!height!of!A.#bipindensis!trees!for!the!two!genetic!clusters!K1!
and!K2,!in!a!400!ha!plot!of!eastern!Cameroon.!The!numbers!10!to!130!correspond!to!the!limit!of!the!internal!diameters!
class.!
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7.3.4.$Comparisons$of$diameter$structure,$phenophases$and$flowering$synchrony$$
!
Comparison!of!diameter!structures!showed!that!population!K2!had!bigger!trees!than!population!K1!(Fig.!

5).!Both!K1!and!K2!populations!did!not!have!similar!mean!diameters!(Student’s!t#test,!t!=!–!4.82,!df!=!46.3,!

P!<!0.001).!The!minimum!flowering!diameter!was!dbh!=!12.5!and!12.7!cm!for!K2!and!K1!respectively.!

The!first!year!of!observation,!flowering!of!A.#bipindensis!occurred!respectively!from!February!to!July!2015!

(peak!in!April)!for!K1!and!November!2014!to!May!2015!(peak!in!March)!for!K2.!The!second!year,!flowering!

occurred!respectively!from!January!to!June!2016!(peak!in!April)!for!K1!and!December!2015!to!June!2016!

(peak!in!February)!for!K2!(Figure!6).!On!average,!there!is!a!flowering!offset!of!one!to!two!months!between!

the!two!clusters.!However,!for!both!populations,!the!fructification!peaks!in!July!(results!not!shown).!

The!synchrony! index!(I)!computed! from!trees! that! flowered!during! the! two!monitored!years!ranged!from!

0.64!to!0.79.!

!

!
Figure$ 6.$ Flowering! phenology! of!A.# bipindensis! trees! from! genetic! clusters! K1! and! K2! from! September! 2014! to!
August!2016!in!a!400!ha!plot!of!eastern!Cameroon.!
$

7.4.$Discussion$

7.4.1.$Genetic$structuring$and$differentiation$
!
Bayesian!clustering!analysis!of!our!genotypic!data! led!to!an!unexpected!result:!we!detected!two!genetic!

clusters!in!the!taxon!A.#bipindensis!at!a!fine!scale!in!eastern!Cameroon,!with!a!high!assignment!probability!

value!(P>0.83):!48!individuals!belonging!to!cluster!K1!and!115!individuals!belonging!to!K2.!All!seeds!were!

assigned! to! the! cluster! of! their! respective! mother,! so! that! there! was! no! evidence! of! hybrid! seeds.!
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Nevertheless,! five!samples!could!not!be!assigned! to!any!cluster,! suggesting! that! some! individuals!may!

result!from!admixture!between!the!two!clusters.!The!individuals!of!these!two!clusters!occurred!in!sympatry!

(Fig.! 1).! Additional! Bayesian! clustering! analyzes! on! a! data! simulated! from! the! genotypes! of! these! two!

clusters! have! confirmed! the! existence! of! two! sympatric! groups! without! potential! hybrids.! Interestingly,!

when!we!repeated!the!analysis!by!adding!simulated!F1!hybrids,!we!obtained!the!same!clustering!pattern!

as!the!one!found!in!the!actual!data.!From!our!results!raised!the!question:!what!mechanisms!can!explain!

the!restriction!in!gene!flow!observed!between!A.#bipindensis!populations!in!sympatry!at!fine!scale?!A!main!

hypothesis! can! be! advanced:! populations! in! fragmented! habitat!may! have! experienced! restricted! gene!

flow,! resulting! in! high! levels! of! genetic! differentiation! among! populations! (Harrison! &! Hastings! 1996Z!

Hutchinson! &! Templeton! 1999).! This! assumption! is! not! plausible! here! because:! (i)! the! habitat! of! the!

studied!area!is!not!fragmentedZ!(ii)!both!genetic!clusters!are!distributed!in!sympatry!and!have!similar!allele!

frequencies!(Table.!1).!!

The!relationships!between!populations!based!on!PCA!plots!of!pairwise!polyploid!genetic!phenotypes!were!

consistent!with!the!pattern!obtained!from!the!Bayesian!analysis.!This!indicates!the!presence!of!a!diverging!

group,!and!suggests!that!the!populations!of!both!clusters!are!probably!well!differentiated!morphologically.!!

This!morphological!differentiation!of!tetraploid!lineages!suggests!that!further!research!is!needed!to!confirm!

the!identification!and!origin!of!these!two!groups!identified!in!A.#bipindensis!at!fine!spatial!scale.!

7.4.2.$Effective$selfing$rate$and$inbreeding$
!
The! inbreeding! coefficient! F!was! significantly! positive! and! varied! between! clusters.! The!F! values!were!

close!to!zero!for!K1!and!very!large!for!K2.!These!departures!observed!in!K2!might!be!attributed!to!either!a!

mating!system!with!closely! related! individuals!or! to!selfing.!STRUCTURE!estimated!higher! rates!of!null!

alleles!at!most!loci!in!K2.!This!seems!to!be!the!reason!for!the!difference!of!F!value!because!estimates!of!

selfing! rates! from! adult! genotypes! using! identity! disequilibrium,!which! is! robust! to! the! presence! of! null!

alleles! or! biparental! inbreeding,! indicated! that! the! two! clusters! are! predominantly! outcrossing.! A! result!

further!supported!by!the!fact!that!most!seeds!had!several!alleles!not!present!in!their!mother.!Based!on!the!

Standardized! identity! disequilibrium! (assuming! a! Mixed!Mating!Model),! estimates! of! the! selfing! rate! S!

were!high! (ca.! 19! to! 59%)!among!both! cluster! offsprings!while! the! values!obtained! for! the!adults!were!

close! to! zero.! Thus,! despite! the! low!population! density,! inbreeding! and! selfing! remain! very! low!among!

adults!of!A.#bipindensis.!This! low! rate!could!be!explained!by! the#selective!abortion!or! selection!against!

inbred!individuals!at!an!early!stage!of!growth,!as!its!the!case!at!E.#suaveolens!(Duminil!et!al.,!2016a).!!!

Our! results!can!also!be! interpreted! in!connection!with! the!discovery!of!polyploidy! in!A.#bipindensis.!The!

relationship! between! polyploidy! and! selfing! in! plants! is! increasingly! documented! (Barringer,! 2007),!

because! it! is!widely! held! that! polyploids! have!higher! selfing! rates! than! their! diploid! relatives! (Stebbins,!

1950Z!Mable,!2004).!!!

!

!

!
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7.4.3.$Gene$dispersal$distance$in$A.!bipindensis!
!
In!both!sympatric!populations,!short3range!gene! flow!was!apparently! limited! (Fig.!4!and!Appendix$S5).!
The!observed!spatial!genetic!structure! for! the!A.#bipindensis! pooled!population!highlighted! the! fact! that!

genetic! similarities! were! higher! among! neighbours! than! among! more! distant! individuals,! as! expected!

under!isolation!by3distance!(Vekemans!&!Hardy,!2004).!This!result!might!reflect!limited!seed!dispersal!as!

a!result!of!heavy!fruits!(Cordeiro!&!Howe,!2003).!

In!tropical!forests,!indirect!approaches!are!often!required!for!estimation!of!genetic!distances!of!dispersion!

because!direct!paternity!analyses!are!very!difficult! (Heuertz!et!al.,!2003Z!Hardy!et!al.,!2006Z!Born!et!al.,!

2008Z! Bizoux! et! al.,! 2009Z! Ndiade3Bourobou! et! al.,! 2010Z! Debout! et! al.,! 2010Z! Duminil! et! al.,! 2016a! &!

2016b).!In!this!study,!estimates!of!gene!dispersal!(!g)!ranged!from!1.71!to!3.69!km!in!one!of!two!genetic!
clusters! of!A.# bipindensis,! identified! in! sympatry.! The! associated!Wright’s! neighbourhood! size! (Nb)! for!

global!gene! flow!(!g)! ranged! from!139! to!310! trees,!depending!on! the!assumptions!on!effective!density!
(De).!Generally,! in!the!tropical!trees!previously!studied!for!gene!dispersal,!estimates!of!!g!were!found!to!
be! below! 600! m! (Hardy! et! al.,! 2006Z! Born! et! al.,! 2008Z! Debout! et! al.,! 2010Z! Duminil! et! al.,! 2015).!

Nevertheless,!we!found!high!quite!values!of!!g,!in!some!other!tropical!trees!(Bizoux!et!al.,!2009Z!Ndiade3
Bourobou! et! al.,! 2010).! Our! indirect! estimates! of! gene! dispersal! distances! cannot! distinguish! between!

seed! and! pollen! dispersal,! and! according! to! our! knowledge! on! seed! dispersal/predation! vectors!

(essentially!rodents:!Cricetomys#emini!and!squirrels:!Epixerus#wilsoni,!Protoxerus#stangeriZ!Evrard,!2015),!

we! expect! that! pollen! is! the!main! contributor! to! long3distance! gene! dispersal.! The! correlation! between!

extensive!gene!flow!(due!to!pollen)!and!low!trees!density!in!tropical!forests!have!been!proven!(Cascante!

et! al.,! 2002Z!White!et! al.,! 2002Z!Dick!et! al.,! 2003).!Other! studies!have!also! shown! the!high!potential! of!

pollen!dispersal!by!some! insects! (e.g!Ahmed!et!al.,!2009! for!pollination!by!waspsZ!Dick!et!al.,!2004! for!

pollination!by!Euglossini!bees).!!

Entomological! research! on! A.# bipindensis! is! not! well! advanced.! Recent! observations! in! eastern!

Cameroon,! on! open! flowers! of!A.# bipindensis,! suggested! that! an! assortment! of! large! insects! (such! as!

butterflies!from!the!Sphingidae!family)!could!be!efficient!pollinators!of!this!species.!Referring!to!the!scale!

of!the!genus,!the!main!pollinator!of!Afzelia#xylocarpa! in!the!tropical!monsoon!forest! in!Southeast!Asia!is!

the!large!Xylocopa!bees!(Bawa!1990Z!Kato!et!al.,!2008).!Therefore,!the!high!gene!dispersal!distances!in!

A.#bipindensis!may!be!explained,!in!part,!by!high!potential!of!pollen!dispersal.!

7.4.4.$Diametric$structure,$reproductive$ecology$and$management$implications$
!
Comparison!of!the!diameter!structures!among!both!sympatric!populations!revealed!dissimilarities!between!

K1! and! K2! (Fig.! 5).! This! difference! of! population’s! structure! is! confirmed! by! significant! (albeit! weak)!

deviation!of! the!genetic!diversity!observed!(Student’s! t!paired! test!on!He,! t!=!2.3158,!df!=!10,!p3value!=!

0.04308)! between! the! two! clusters.! The! low! density! of! reproductive! trees! we! found! (the! minimum!

flowering!diameter!being!dbh!=!12.5!cm,!Fig.!5)!is!expected!to!decrease!the!quantity!and!quality!of!pollen!

flow!and!seed!dispersal! (Nason!&!Hamrick!1997Z!Fuchs!et!al.,!2002).!This,! in! turn,! is! likely! to! increase!
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deleterious! effects! (such! as! inbreeding)! on! the! progeny! as! is! currently! the! case! in! the! offspring! of!A.#

bipindensis!(Charlesworth!&!Charlesworth!1987).!But!additional!data!are!needed!to!confirm!these!results.!

Information! on! inbreeding! levels! is! important! for! seed! collections! to! develop! reforestation! strategies.! In!

Cameroon,!according!to!the!1994!forest!law,!the!minimum!diameter!of!exploitation!of!A.#bipindensis!is!80!

cm! (Donkpegan! et! al.,! 2014).! Hence,! the! reproductive! potential! of! exploited! stand! should! remain! fairly!

good!given!the!capacity!of!the!species!to!reproduce!early.!

Environmental! factors! affect! the! phenology! of! several! tropical! trees! and!may! act! as! cues! that! set! the!

internal! biological! clock! of! trees! (Ausin! et! al.,! 2005).! In! this! study,! we! have! shown! that! phenological!

patterns!were! seasonal.!A.#bipindensis! populations!generally! bloom! in!dry! seasons!and! fructify! in! rainy!

seasons,!with!high!value!of!flowering!synchrony!between!trees!(0.64!to!0.79)!despite!a!phenological!offset!

(on! the! flowering)! that! can! reach! two! months! (Fig.! 6).! This! influence! of! seasons! on! reproductive!

phenology!has!been!suggested!by!several!authors!(Morellato!et!al.,!2000).!!

7.5.$Conclusion$
!
Patterns!of!genetic!variation! in! the! rainforest!autotetraploid!species,!Afzelia#bipindensis,! at! fine!scale! in!

eastern!Cameroon! revealed! two!genetic!clusters!distributed! in!sympatry,!with!overlapping! flowering!and!

fruiting!periods!levels!related!to!low!selfing!rate!in!adults.!Our!indirect!estimates!of!gene!dispersal!distance!

were! extensive! and! suggested! a! risk! of! progeny! inbreeding! because! of! low! population! density.! To!

distinguish! the! relative! roles! of! seed! and! pollen! dispersal! and! elucidate! the! contributions! of! dispersal!

agents,!further!insights!should!be!obtained!by!genotyping!offspring!arrays!that!should!provide!estimates!of!

pollen!dispersal!distances,!by!conducting!direct!paternity!analyses! (Spielmann!et!al.,!2015Z!Zwart!et!al.,!

2016).!!
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CHAPITRE$8!!
DISCUSSION!GÉNÉRALE!
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«!La#science#?#Après#tout,#qu’est6elle,#sinon#une#longue#et#systématique#curiosité#?#»!
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8.$Discussion$générale$

$

Nous!avons!appliqué!une!approche!qui!combine!des!études!écologiques!et!génétiques!pour! investiguer!

les!mécanismes!qui!gouvernent!la!spéciation!au!sein!du!genre!Afzelia,!un!genre!important!dans!le!cadre!

du! commerce! du! bois.! Nos! principaux! résultats! sont! récapitulés! ci3après!en! regard! des! questions! de!

recherche!retenues:!

!

13! Il! est! difficile! de! distinguer! les! espèces! lors! des! inventaires! forestiers,! ce! qui! pourrait!

compromettre! la! gestion! durable! des! populations! des! différentes! espèces.! Toutefois,! bien! que!

certaines! de! ces! espèces! soient! considérées! par! l’UICN! comme!menacées,! il! existe! très! peu!

d’études!scientifiques!sur!les!Afzelia.!

23! Le! développement! de! marqueurs! SSRs! a! montré! une! différence! cytogénétique! entre! les!

différentes!espèces!du!genre!:!les!espèces!de!forêt!dense!humide!(A.#bipindensis,#A.#pachyloba,#

A.#bella!et!A.#parviflora)!apparaissent!comme!tétraploïdes,!alors!que! les!espèces!de!savane!(A.#

africana# et# A.# quanzensis)! sont! diploïdes.! Ce! résultat! est! confirmé! par! les! observations! de!

cytométrie! en! flux! et! de! comptage! chromosomique! qui! montrent! que! les! espèces! forestières!

présentent!un!génome!double!(2n=48)!de!celui!des!espèces!de!savane!(2n=24).!

33! Sur!le!plan!de!délimitation!spécifique,!l'ADN!nucléaire!et!les!caractères!végétatifs!morphologiques!

séparent! les! lignées!diploïdes!des! lignées!tétraploïdes,!contrairement!à! l'ADN!chloroplastique!(y!

compris! le! plastome!entier)! qui! regroupe! les!espèces! tétraploïdes!et! une!espèce!diploïde!dans!

une! même! lignée.! Ceci! suggère! une! hybridation! historique! en! relation! avec! la! duplication! du!

génome!(polyploïdisation)!survenue!au!cours!de!l'histoire!évolutive!du!genre.!!

43! La!datation!moléculaire!basée!sur!des!phylogénies!de!gènes!calibrés!par!des!fossiles!indique!que!

les!espèces!du!genre!Afzelia!auraient!commencé!à!diverger!entre!14,5!ou!20!Ma!au!Miocène.!La!

polyploïdie! serait! apparue! plus! tard! dans! le! genre! (entre! 7,0! et! 9,4! Ma)! suggérant! ainsi! une!

adaptation!des!espèces!de!savanes!aux!forêts!denses!humides!tropicales.!

53! L’étude!de!la!caractérisation!et!de!la!répartition!spatiale!des!groupes!génétiques!SSRs!indiquent!

que!les!espèces!diploïdes!se!distinguent!par!des!clusters!génétiques!bien!distincts!tandis!que!les!

espèces! tétraploïdes! partagent! des! clusters! génétiques! qui! sont! chevauchants.! Ces! résultats!

plaident!pour!une!révision!de!la!taxonomie!des!espèces!forestières!d’Afzelia.!

63! La! différenciation! sympatrique! au! sein! du! taxon! A.# bipindensis! est! confirmée! à! fine! échelle!

spatiale,!par!l'obtention!de!deux!groupes!génétiques.!L'étude!des!traits!d’histoire!de!vie,!chez!ce!

taxon,!montrent!un!décalage!phénologique!d'un!à!deux!mois!(malgré!quelques!chevauchements)!

entre!les!deux!groupes!et!une!différence!de!structure!de!population.!Ces!informations!suggèrent!

l’existance! de! deux! espèces! et! de! nouvelles! investigations! sont! nécessaires! afin! d'élucider! les!

mécanismes!de!spéciation!chez!les!espèces!d'arbres!polyploïdes.!Ces!différents!résultats!ouvrent!
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de! nombreuses! perspectives! pour! de! futures! recherches! et! soulèvent! des! questions!

complémentaires.!

8.1.$Combien$d’espèces$d’Afzelia$en$définitive$?$
!
Les!chapitres!3,!4!et!5!ont!été!consacrés!à!cette!problématique!par! l’utilisation!de!plusieurs!marqueurs!

tels! que! (1)! des! caractéristiques! morphologiques! végétatives! et! reproductives,! (2)! des! marqueurs!

moléculaires!chloroplastiques!et!nucléaires!et!(3)!des!marqueurs!microsatellites!nucléaires.!

Au!terme!de!ce!projet!de!recherche!doctoral,! il!s’avère!que!les!problèmes!d'identification!morphologique!

persistent! toujours! dans! le! genre!Afzelia! (Donkpegan! et! al.,! 2014),! en! particulier! au! sein! des! espèces!

forestières.!L'approche!morphométrique!utilisée!dans!cette!étude,!relative!à!une!analyse!en!composante!

principale! de! Hill3Smith! (PCoA)! a! permis! d’analyser! la! délimitation! des! espèces! africaines! du! genre!

Afzelia! à! travers! la! combinaison! de! caractères! végétatifs! et! reproductifs! discriminants! (quantitatifs! et!

qualitatifs).!Malgré!le!fait!que!les!caractères!utilisés!seraient!issus!des!cléfs!de!détermination!établies!par!

des!auteurs!qui!ont! récemment! revu! la! taxonomie!du!genre,!notre!approche!n’a!pas!pu!hiérarchiser! les!

différentes!morpho3espèces! d’Afzelia#de!manière! discriminante! (Chapitre! 4).! Toutefois,! cette! analyse! a!

mis!en!évidence!une!nette!différenciation!des!espèces!en!deux!grands!groupes!:! le!premier!groupe!se!

compose! d'espèces! de! formations! végétales! sèches! (A.# africana! et! A.# quanzensis)! et! le! deuxième!

regroupe!les!espèces!de!formations!tropicales!humides!(A.#bipindensis,#A.#bella#et#A.#parviflora)!(Fig.!4!–!

Chapitre! 4).! En! réalité,! des! analyses! complémentaires! (chapitre! 4)! ont! montré! que! ce! sont! les! traits!

végétatifs! (taille!et! forme!des! folioles!principalement)!qui!ont! le!plus! fort!pouvoir!discriminant!parmis! les!

traits!étudiés.!Ces!résultats!sont!tout!de!même!surprenants!car!la!variabilité!des!caractères!végétatifs!est!

souvent! reliée! à! une! plasticité! phénotypique,! elle! même! liée! à! l’environnement,! de! sorte! que! ces!

caractères!sont!souvent!considérés!comme!moins! fiables!que! les!caractères! floraux!pour! les!études!de!

délimitation!(Ingrouille!&!Chase,!2004!Z!Das!et!al.,!2007).!Certes,!quelques!différences!ont!été!observées!

avec!certaines!variables!quantitatives! florales! (longueur!de!pétale! 3!F_qt_Pl!et! longueur!du! réceptacle! 3!

F_qt_Rl!–!Tableau!5!–!chapitre!4),!mais!ces! traits!ne!sont!pas!assez!discriminants!pour!différencier! les!

espèces! d’Afzelia.! Toutefois,! notre! analyse! reposant! majoritairement! sur! des! échantillons! d’herbier,!

plusieurs! caractéristiques! quantitatives! (stature! des! individus)! ou! qualitatives! (couleur! de! l’écorce,! des!

fleurs,! etc…)! ont! dû! être! omis.! En! effet,! les! informations! mentionnées! sur! étiquettes! d’herbier! sont!

souvent! très! succintes! et! les! couleurs! disparaissent! sur! le! matériel! sec.! Des! investiguations!

complémentaires!relevant!des!caractéristiques!à!l’état!frais!sont!donc!nécessaires!pour!alimenter!le!débat!

sur! la! différenciation! phénotique! des! espèces.! Ceci! dit,! nous! avons! pu! constater! que! l'histoire! des!

relations! phylogénétiques! entre! les! espèces! ne! correspondait! pas! forcément! à! ce! qu'on! attendait,!

notamment! chez! les! taxons! forestiers! où! les! relations! entre! espèces! sont! plus! complexes! que! celles!

proposées! par! la! taxonomie! et! la! classification! actuelle.! Dès! lors,! la! question! de! la! caractérisation!

morphologique! comme! meilleure! ou! unique! voie! de! délimitation! des! espèces! se! pose.! Il! est! évident!

qu’historiquement!les!critères!d’identification!les!plus!fréquemment!utilisés!par!les!taxinomistes!sont!basés!
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sur!une!plus!grande!ressemblance!physique!entre!organismes!appartenant!à!une!même!espèce!(morpho3

espèce).!Toutefois,!ces!caractères!morphologiques!constituent!un!ensemble!de!traits!complexes,!qui!sont!

en! prise! directe! avec! les! forces! de! sélection.! En! conséquence,! recourir! uniquement! à! la! taxonomie!

morphologique!peut!induire!des!biais!dans!l’estimation!de!la!biodiversité.!A!l'évidence!donc,!les!groupes!

définis!au!sein!du!genre!Afzelia!par! les!critères!morphologiques!ne! reflètent!pas! l'histoire!évolutive!des!

espèces!et!devront!être!revus!à! la! lumière!d'études!approfondies,!utilisant! les!approches!récentes!de! la!

génomique!évolutive!(Eaton!&!Ree,!2013).!

De!ce!point!de!vue,! la!présente!thèse!a!tenté!d'apporter!de!nouveaux!éléments!de!réponse,!en!utilisant!

des! gènes! chloroplastiques! et! nucléaires.! Mais! en! comparant! les! topologies! obtenues! à! partir! des!

différents! gènes! analysés,! nous! avons! obtenu! des! résultats! contrastés.! Selon! le! gène! considéré,!

certaines!espèces!se!sont!placées!de!manière! inattendue! (Fig.!2!&!3!–!Chapitre!4),!et!engendrent!des!

conflits! phylogénétiques.! Nous! pouvons! donc! dire! que! chaque! gène! raconte! sa! propre! histoire! et! non!

celle!de! l’organisme!qui! le!porte.!Avec! les!marqueurs!microsatellites!nucléaires,!nous!avons!également!

constaté! une! non3concordance! entre! les! assignations! génétiques! et! morphologiques.! Cependant,!

contrairement!aux!autres!types!de!marqueurs!utilisés,! les!marqueurs!microsatellites!se!sont!avérés!plus!

précis!car! ils!ont!permis!d'identifier!de!potentiels!hybrides!entre! les!espèces! forestières!d’Afzelia#et!des!

subdivisions! au! sein! d’un! taxon! forestier.! Ainsi,! la! combinaison! d’approches!morpho3génétique! dans! le!

cadre!de!cette!étude!ne!peut!à!elle!seule!trancher!sur!le!nombre!réel!d'espèces!dans!le!genre!Afzelia.!Le!

possible!coexistance!de!deux!espèces!du!taxon!A.!bipindensis!(Chapitre!7)!rend!la!situation!encore!plus!

floue.! Tout! ceci! semble! confirmer! l’assertion! de! certains! biologistes! qui! estiment! que! la! définition! de!

l’espèce!est!encore!un!concept!arbitraire!(Hey,!2006).!Au!terme!de!cette!étude,!nous!pouvons!simplement!

suggérer,! outre! la! confirmation! de! deux! taxons! (A.# africana! et!A.# quanzensis),! que! des! croisements! à!

descendance! fertile! sont! possibles! entre! les! espèces! forestières! d’Afzelia.! De! tels! croisements!

interspécifiques!ne!sont!pas! rares,!et!ont!même!été!mis!en!évidence!récemment!dans! le!genre! tropical!

africain!Milicia!(Dainou!et!al.,!2014!&!2016).!

8.2.$L’origine$des$populations$spécifiques$d’Afzelia$$
!
Nous!avons!été!confrontés!au!début!de!cette!thèse!à!la!découverte!de!la!ploïdie,!laquelle!était!inattendue!

dans!le!genre!Afzelia.!Cette!découverte!nous!a!amené!à!repréciser!nos!hypothèses!de!départ!pour!tenter!

de! reconstruire! l'histoire!évolutive!des!espèces!à!partir! des!mécanismes!qui! induisent! l’apparition!de! la!

polyploïdie! dans! les! lignées! végétales.! Historiquement,! la! fréquence! de! la! polyploïde! est! largement!

documentée!chez!les!plantes.!On!la!retrouve!dans!toutes!les!lignées!végétales:!chez!les!Algues!(Pacak!&!

Szweykowska3Kulińska,! 2002),! les! Bryophytes! (Wyatt! et! al.,! 1988),! les! Ptéridophytes! (Bryan! &! Soltis,!

1987!Z!Ranker!et!al.,!1989),!les!Gymnospermes!(Won!&!Renner,!2005),!les!champignons!(Rogers,!1973)!

et!chez!les!Angiospermes!où!elle!est!étudiée!depuis!longtemps!(Stebbins!1958!Z!Leitch!&!Bennett,!1997).!!

Deux! niveaux! de! ploïdie! (diploïde! et! tétraploïde)! ont! été! trouvés! dans! le! genre!Afzelia! (Leguminosae).!
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Généralement,! l’apparition! de! la! polyploidie! dans! une! lignée! est! souvent! subordonnée! à! de! multiples!

origines,! soutenues! par! un! polymorphisme! partagé! entre! les! niveaux! de! ploïdie! et! /! ou! l'incongruité!

phylogénétique! entre! loci! (voir! par! exemple! Soltis! DE! &! Soltis! PS,! 1993,! 1999Z! Soltis! PS! &! Soltis! DE!

2000).!Le!non3partage!de!polymorphisme!(se!basant!sur!tous!les!types!de!marqueurs)!à!travers!les!deux!

niveaux!de!ploïdie! chez! les!Afzelia,! pourrait!à#priori! être!attribué!à!une!origine!unique!de! la! polyploïde!

dans! le! genre.!En! effet,! chez! les! espèces! forestières! tétraploïdes! sympatriques! au! sein! desquelles! les!

taxons! semblent! moins! différenciés,! nos! résultats! suggèrent! que! la! spéciation! polyploïde! n’induit! pas!

encore! un! réel! isolement! reproductif! entre! ces! taxons.! L’obtention! de! clusters! géniques! partagés! entre!

morpho3espèces! et! la! non3assignation! à! des! groupes! génétiques! de! certains! individus! (potentiellement!

assimilable! à! des! hybrides)! en! sont! des! exemples! concrets.! Ce! qui! implique! que! l'hybridation! post3

polyploïdisation!pourrait!contribuer!de!manière!significative!à! la!variation!génétique!dans! les!polyploïdes!

nouvellement!formés,!comme!c’est!le!cas!par!exemple!chez!l’espèce!tétraploïde!Capsella#bursa6pastoris!

(Brassicaceae)! (Slotte!et! al.,! 2008).!Nos!estimations!en! termes!de!divergence!ont!montré!que! le! clade!

Afzelia!a!une!origine!datée!du!Miocène!(autour!de!14,5!à!20!Ma)!qui!a!été!identifiée!comme!une!période!

de!diversification! importante!chez! les!plantes! tropicales! (Plana,!2004).!Cette!origine!serait!plus! récente,!

de!l’ordre!de!7!à!9,4!Ma,!chez!les!tétraploïdes.!Ces!âges!de!divergences!nous!renseignent!sur!l’évolution!

de!la!ploidie!chez!les!Afzelia!qui!serait!passée!de!diploïde!(état!ancestral!plésiomorphe)!à!tétraploïde!(état!

dérivé! apomorphe)! suivant! la! théorie! de! l’évolution! des! niveaux! de! ploïdie! de! Ohno! (1970).! Ainsi,! la!

fragmentation!induite!par!les!changements!climatiques!passés,!sur!les!zones!de!distribution!des!espèces!

combinées!avec!les!évènements!de!polyploïdisation,!pourraient!avoir! joué!un!rôle!dans!la!diversification!

au!sein!du!genre!Afzelia!(Pfeil!et!al.,!2005Z!Cannon!et!al.,!2010).!

8.3.$Diversification$sympatrique$au$sein$du$genre$Afzelia:$cas$de$A.!bipindensis!
!
Nos! résultats! ont!montré! une! différenciation! génétique! sympatrique! des! populations! d’A.# bipindensis! à!

large! échelle! (Chapitre! 5)! et! à! échelle! locale! (Chapitre! 6).! Deux! clusters! génétiques! présentant! une!

différenciation!modérée!mais!significative!(FST!=!0,06,!P!<0,01)!ont!été!détectés,!en!dépit!de!la!présence!

d'hybrides!potentiels.!Une!telle!diversification!sympatrique!peut!paraître!surprenante,!mais!n'est!pas!très!

rare! en! réalité,! surtout! chez! les! espèces! polyploïdes! (Soltis! DE! &! Soltis! PS,! 1999).! Plusieurs! cas! de!

différenciation!sympatrique!(significatives)!ont!été!démontrés!dans!des!taxons!tropicaux!africains!sur!base!

d’utilisation! des! marqueurs! microsatellites! nucléaires.! C’est! le! cas! de! l’espèce! Santiria# trimera# (Koffi,!

2010!Z! Ikabanga!et!al.!Données!non!publiées)!au!sein!desquels!des!clusters!génétiques!différenciés!ont!

été!distinctement!identifiés!en!sympatrie!et!sont!considéres!comme!des!espèces!distinctes!par!Ikabanga!

et!al.!(Données!non!publiées).!!

En!observant!de!plus!près!le!phénotype!des!groupes!génétiques!identifiés!au!sein!d’A.#bipindensis,!nous!

avons! constaté! une! variation! importante! des! caractéristiques! du! tronc.! Un! groupe! présente! un! fût!

rougeâtre!écailleux!contrairement!au!deuxième!qui!a!un! fût!de! teinte!clair!et! lisse! (parfois!sinueux).!Un!

réexamen!minutieux! des! traits!morphologiques! associés! à! chaque! cluster! génétique! peut! s’avérer! très!
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utile!pour!appuyer!cette!différenciation!sympatrique.!Ceci! confirme!qu’il! convient!de!prendre!en!compte!

des!aspects!non!reportés!sur!des!planches!d’herbiers!(couleur!des!organes,!caractéristiques!du!tronc!et!

de! l’écorce,! …).! Dans! ces! conditions,! la! taxonomie! peut! donc! grandement! bénéficier! d’approches! de!

génétique!des!populations!pour!résoudre!les!complexes!d'espèces.!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !

Figure$ 1:! Caractéristiques! morphologiques! sur! le! morphotype! avec! un! fût! rougeâtre! écailleux! (à! gauche)! et! le!
morphotype!avec!un!fût!gris!clair!et!lisse!(à!droite).!

!

8.4.$ Contribution$ à$ l’étude$ des$ flux$ géniques$ et$ à$ la$ compréhension$ de$ la$ biologie$ reproductive$
chez$Afzelia$$
!
Pour!A.#bipindensis!et!à!défaut!de!mener!des!investigations!sur!toutes!les!espèces,!nous!avons!analysé!

et!caractérisé!(i)!l'effet!de!la!densité!sur!la!dispersion!des!gènes!et!les!taux!d’autofécondation,!(ii)!l'effet!de!

l'isolement!spatial!des!adultes!en! relation!avec! l’écologie!de! reproduction,!aux! travers!des!marqueurs!à!

hérédité!biparentales!et!(iii)!la!phénologie!et!la!structure!diamétrique!des!populations.!

L'estimation! des! flux! géniques! à! longues! distances! chez!A.# bipindensis# (2,71! à! 3,69! km!–! cluster! 1)! a!

confirmé!l’hypothèse!de!Loveless!&!Hamrick!(1984)!qui!précisent!que!les!faibles!densités!de!populations!

induiraient!généralement!une!augmentation!des!distances!de!dispersion.!D’autres!espèces!étudiées!dans!

les!forêts!Guinéo3Congolaise!présentent!également!des!corrélations!similaires.!C’est!le!cas!notamment!de!

Milicia# excelsa! (Bizoux! et! al.,! 2009),! de! Baillonella# toxisperma! (Ndiade3Bourobou! et! al.,! 2010)! et! de!

Erythrophleum# suaveolens! (Duminil! et! al.,! 2016).! Cependant,! aucun! lien! direct! n’a! été! établi! entre! la!

densité!faible!de!A.#bipindensis!et! les!taux!d’autofécondation.!Nos!résultats!montrent! juste!que!ces!taux!

sont! faibles! chez! les! adultes! alors! qu’ils! semblent! élevés! dans! la! descendance! (jusqu’à! 50%).! Mais!

d’autres! études,! avec! un! échantillonnage! conséquent! restent! néanmoins! nécessaires! pour! valider! ces!
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observations.!

La! structure! génétique! spatiale! observée! au! sein! de! chaque! groupe! génétique! c’est3à3dire! de! A.#

bipindensis!a!mis!en!évidence!des!similitudes!génétiques!(quoique!faibles)!plus!importantes!entre!voisins!

qu’entre! individus! plus! éloignés,! comme! on! pouvait! s'y! attendre! selon! un! isolement! par! la! distance!

(Vekemans! &! Hardy,! 2004).! Ce! résultat! est! parfaitement! en! accord! avec! les! vecteurs! de! pollinisation!

supposés!(Sphingidae,!Doucet!J3L.,!Communication!personelle)!et!de!dispersion!des!semences!(rongeurs!

essentiellement3!Evrard,!2015).!Par!ailleurs,!le!rôle!effectif!de!dispersion!des!rongeurs!chez!A.#bipindensis!

pourrait! être! remis!en! cause!car! ces!animaux!sont!à#priori! connus!pour! leur! rôle!de!prédation! (Evrard,!

2015).!Toutefois,!bien!qu’il!existe!des!preuves!que!les!prédateurs!de!graines!causent!de!grandes!pertes!

au! stock! initial,! ceux3ci! peuvent! participer! à! leur! dispersion! sous! certaines! conditions! ou! circonstances!

(Norconk!et!al.,!1998!Z!Hirsch!et!al.,!2012).!Jansen!et!al.! (2002)!ont!même!montré!que! les!rongeurs! les!

plus! gros! peuvent! disperser! les! graines! jusque! 124! mètres! par! la! pratique! du! «!scatter! hoarding!»!

(cachette!de!graines).!Par!ailleurs,! le!contexte!écologique!de!la!zone!d’étude!a!vraissemblablement!une!

importance! cruciale.! Une! variation! du! cortège! de! disperseurs,! par! exemple! suite! au! braconnage,! doit!

certainement! influencer! la! dispersion.! Le! présent! travail! présente! des! limites! car! nous! n’avons! pas! pu!

quantifier!les!parts!de!dispersion!des!graines!et!du!pollen!indépendamment!via!des!analyses!directes.!Un!

autre!projet!doctoral!(porté!par!Q.!Evrard),!tentera!d’apporter!plus!de!précisions!sur!ces!aspects.!!

La! compréhension! des! analyses! de! variabilité! génétique! intraspécifique! requiert! également! une! bonne!

connaissance! d’autres! aspects! de! l’écologie! de! reproduction! de! l’espèce! étudiée.! Pour! comprendre!

davantage! les! patrons! des! flux! géniques! au! sein! et! entre! populations! voisines,! plusieurs! auteurs!

préconisent!d’étudier!la!phénologie!reproductive.!Celle3ci!peut!en!effet!jouer!un!rôle!non!négligeable!sur!la!

structuration! génétique! des! populations! de! plantes! (Fuchs! et! al.,! 2003Z! Elzinga! et! al.,! 2007).! Non!

seulement!la!phénologie!reproductive!affecte!les!patrons!de!dispersion!du!pollen,!mais!elle!influence!aussi!

la!nature!et!le!comportement!des!disperseurs!de!graines!(Dick!et!al.,!2008).!Les!résultats!présentés!dans!

le!chapitre!7!illustrent!bien!cette!relation!en!mettant!en!évidence!deux!groupes!génétiques!sympatriques!

avec!des!différences!phénologiques!et!structurelles!de! leurs!populations.!Dans!cette!étude,!nous!avons!

montré! que! les! patrons! phénologiques! étaient! saisonniers! synchrones! (I! =! 0,64! à! 0,79)! malgré! un!

décalage!phénologique! (sur! la! floraison)!pouvant! atteindre!deux!mois.! Le!décalage!phénologique!entre!

les!deux!groupes!génétiques!sympatriques!de!A.#bipindensis! limite!partiellement! les!flux!de!gènes!entre!

eux.!On!ignore!toutefois!si!ce!décalage!est!une!des!causes!du!processus!de!spéciation!ou!serait!apparu!

plus!tard!afin!d’éviter!la!formation!d’hybrides.!De!telles!barrières!reproductives!dues!au!temps!de!floraison!

ont! été! largement! mises! en! exergue! chez! les! plantes! entomophiles,! lesquelles! présentent! souvent! de!

longues!périodes!de!floraison,!comme!c’est!le!cas!chez!A.#bipindensis!(Elzinga!et!al.,!2007).!Toutefois,!la!

poursuite! des! observations! phénologiques! sur! une! longue! période,! sera! très! utile! pour! valider! ces!

analyses!préliminaires.!
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Au!total,!la!collecte!d'informations!sur!les!patrons!rencontrés!chez!A.#bipindensis,!peut!être!extrapolée!aux!

autres! espèces! d'Afzelia! et! ainsi! contribuer! à! produire! des! simulations! réalistes! sur! l'évolution! des!

systèmes! de! reproduction! de! ces! espèces! en! fonction! de! leurs! différents! types! d'habitat! et! de! leurs!

niveaux!de!ploïdie.!Cependant,!la!complexité!de!la!délimitation!de!ces!espèces!pourrait!limiter!l’efficacité!

des!actions!à!mener!pour!la!compréhension!réelle!de!leurs!mécanismes!de!reproduction.!

8.5.$Conclusions$et$implication$pour$la$conservation$
!
Notre!étude!a!permis!d’apporter!des!clarifications!sur! l’histoire!évolutive!des!espèces!au!sein!du!genre!

Afzelia!en!Afrique.!Il!ressort!de!nos!travaux!que!les!deux!espèces!diploïdes!appartiennent!à!des!clusters!

génétiques!bien!distincts!avec!une! taxonomie!valide!et! soutenue.!Nos! résultats! confirment!bien!que!A.#

africana! et!A.# quanzensis! seraient! limitées! respectivement! aux! domaines! Soudanien! et! Zambézien! en!

Afrique! (voir! chapitre! 5).! La! situation! est! moins! claire! chez! les! espèces! forestières! tétraploïdes! qui!

mériteraient!une!révision!taxonomique!au!stade!actuel.#Ainsi,!grace!à!la!biologie!moléculaire,!nous!avons!

mis!en!exergue! les!problèmes!de!délimitation!d’espèces!qui! peuvent! limiter,! dans! certaines! conditions,!

l’impact! des! mesures! de! gestion! durable! de! ces! espèces.! Par! exemple,! des! espèces! très! largement!

distribuées!pourraient!s’avérer!être!constituées!de!plusieurs!espèces!différentes!et!endémiques!de!petites!

zones.! La! méconnaissance! des! patrons! évolutifs! des! espèces! commerciales! comme! le! «!doussié!»,!

renforce! donc! le! besoin! d'un! recueil! de! connaissances! scientifiques! pour! proposer! des! mesures! de!

protection! et! de! préservation! appropriées.! La! caractérisation! de! la! distribution! de! la! variation! à! large!

échelle,!peut!servir!à!identifier!des!groupes!génétiques!pour!les!collections!des!banques!génétiques!utiles!

aux! programmes! de! conservation.! Ce! faisant,! ces! banques! de! gènes! pourraient! contribuer! aux! outils!

d’aide!à!la!décision!des!programmes!de!conservation!et!de!gestion!des!forêts!tropicales!africaines.!!

Plus!spécifiquement,!avec! l’évolution!des!normes!de!certifications! forestières!auxquelles!sont!contraints!

les! exploitants! forestiers! ayant! opté! pour! la! certification! FSC,! les! analyses! de! parenté! et! de! paternité!

pourraient! servir! à! orienter! les! densités! de! semenciers! à! maintenir! en! plus! des! diamètres! minimum!

d’exploitation! (DME).! Par! ailleurs,! l’autofécondation! observée! au! niveau! des! graines! (chapitre! 7)! et! les!

dépression! de! consanguinité! qui! s’en! suit,! appellent! à! la! plus! grande! prudence! lors! de! la! collecte! des!

graines!pour!la!production!de!plants!en!pépinière.!Il!conviendra!en!effet!d’éviter!de!collecter!sur!des!pieds!

très!isolés.!

! !
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Annexes&

Appendix&S1&:&Voucher(information(for(the(samples(used(in(this(study.((
&

&
Species& n& Voucher&N°& Collection&locality& Geographic&coordinates&

Individual(

used(for(DNA(

bank(enriched(

in(

microsatellites((

Afzelia(bipindensis( 1( OH2474( Bambidie,(Eastern(Gabon( 0.755449°S,(12.969804°E(

Cross(

amplification(

Afzelia(bipindensis( 42(

AD336OAD338P( AD340O

AD346P( AD254OAD269P(

AD349P( AD350P( AD352O

AD357P( AD367P( AD368P(

AD372P( AD374OAD377P(

AD455P(AD660((

Mindourou,(Eastern(Cameroon( 3.2924°N,(14.343339°E(

Afzelia(africana( 32( AD61OAD99( Bassila,(Central(Benin(( 1.55586°N,(9.26674°E(

Afzelia(bella( 5(
AD437P( AD438P( AD440O

AD442(
Manmfé,(Northwestern(Cameroon( 5.75515°N,(9.540129°E(

Afzelia(pachyloba( 5(
AD411P( AD413P( AD417P(

AD419P(AD420(

CampoOMa'an,( Southwestern(

Cameroon(
2.249193°N,(10.469494°E(

Afzelia(quanzensis( 19( AD513OAD531( Gede(&(Kwale,(Eastern(Kenya( 3.30317°S,(39.98346°E(

Flow(

cytometry(

(code(for(the(

mother(tree)(

Afzelia(bipindensis( 3( AD443(
CampoOMa'an,( Southwestern(

Cameroon(
5.745634°N,(9.538056°E(

Afzelia(africana( 3( AD195( Djona,(Northeastern(Benin( 2.992373°N,(11.50940°E(

Afzelia(bella( 2( AD426( Manmfe,(Northwestern(Cameroon(( 5.75515°N,(9.540129°E((

Afzelia(quanzensis( 1( JLD1658( Victoria(Falls,(Northern(Zimbabwe( 17.92217°S,(025.84743°E(

Afzelia(xylocarpa( 2( CL1( Khon(Kaen,(Northern(Thailand( 16.462389°N,(102.81989°E(

(

Note:(n(=(number(of(individuals(

Vouchers(are(deposited(at(the(BRLU((Herbarium(of(the(Université(Libre(de(Bruxelles,(Belgium)(–(“silica(gel”(collection(of(Dr(Olivier(Hardy.(

( (
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Appendix(S2(:(Consensus'phylogram' trees'of'Afzelia,'based'on'pDNA'(ndHF84F9ndHF713R,'psbA9trnH'and' trnL9
intron)' (A),'nDNA'(PEPC;E7;sequences)' (B)'and' ITS2;sequences'(C).'Posterior'probability'values'are' indicated'on'
each'node,'after'Bayesian'inference'phylogenetic'reconstruction.'For'PEPC;E7,'numbers'1'and'2'after'the'samples'
names'refer'to'the'alleles'reconstructed'from'the'PHASE'analysis'implemented'in'the'DNASP'program.(
(

 

 

 
'
'
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Appendix(S3(:(Herbarium(material'used'for'the'SSR'analyses'of'Afzelia'savannah'species'
'
Species( Geographic(origin( Herbarium( Collectors( Voucher((

A
.;q
ua
nz
en
si
s;

Mozambique' WAG' na' WAG1704773'
Mozambique' WAG' na' WAG1704771'
Mozambique' WAG' na' WAG1704769'
Mozambique' WAG' na' WAG1704765'
Mozambique' WAG' na' WAG1704764'
Mozambique' WAG' na' WAG1704757'
Tanzanie' WAG' na' WAG1704751'
Tanzanie' WAG' na' WAG1704749'
Tanzanie' WAG' na' WAG1704744'
Afrique'du'sud' WAG' na' WAG1704737'
RDC' WAG' Duvigneaud'&'Timperman' 2496'
Angola' WAG' R.'Dechamps'&'F.'Kurta' 1302'
Mozambique' WAG' de'Koning'Jan' 8109'
Mozambique' WAG' Groenendi'E.M.C.' 266'
Mozambique' WAG' Van'de'Koning' 9575'
Tanzanie' WAG' J.C.'Lovett' 4915'
Tanzanie' WAG' Mwangoka,'M.A.' 350'

A
.;a
fri
ca
na
;

RCA' BRLU' Tisserant' 3046'
RCA' BRLU' Tisserant' 2407'
Cameroun' BRLU' de'Wilde'W.J.J.O.' 2793'
Ouganda' BRLU' R.G.'Sangstes' S.'223'
Guinea9Bissau' BRLU' Verjans'J.9M.' na'
Guinea9Bissau' BRLU' Malaisse'F.' na'
Guinnea9Bissau' BRLU' Kasper'&'Descheres' na'
Cameroun' BR' C.'Geerling'&'J.'Nene' 4708'
Cameroon' BR' Geerling,'C.' 4708'
Cameroon' BR' Wit,'P.' 2944'
Cameroon' BR' Zon,'A.P.M.'van'der' 2579'
Cameroon' BR' Wilde,'W.J.J.O.'de' 2793'
Ghana' BR' Jongkind,'C.C.H.' 2510'
Ghana' BR' Schmidt,'H.H.' 1782'
Ghana' BR' Morton,'J.K.' 1918'
Ghana' BR' Cudjoe,'F.S.' 623'
Ghana' BR' Jongkind,'C.C.H.' 1963'
Ghana' BR' Schmidt,'H.H.' 3370'
Ivory'Coast' BR' Geerling,'C.' 2044'
Ivory'Coast' BR' Versteegh,'C.' 521'
Ivory'Coast' BR' Wilde,'W.J.J.O.'de' 783'
Togo' BR' Thijssen,'M.T.' 222'
Ivory'Coast' BR' Wilde,'J.J.F.E.'de' 3474'
Ivory'Coast' BR' Versteegh,'C.' 325'
Ivory'Coast' BR' Oldeman,'R.A.A.' 332'
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Ivory'Coast' BR' Jongkind,'C.C.H.' 4410'
Nigeria' BR' Chapman,'J.D.' 2752'
Nigeria' BR' Geerling,'C.' 3122'
Nigeria' BR' Leeuw,'P.N.'de' 70'
Burkina'Faso' BR' Küppers,'K.' 1036'
Sierra'Leone' BR' Pollard,'B.J.' 1405'
Siera'Leone' BR' Cole,'E.A.' 121'
Guinea9Bissau' BR' Espirito'Santo,'J.V.G.'do' 1508'
Guinea9Bissau' BR' Espirito'Santo,'J.V.G.'do' 3469'
Senegal' BR' Adam,'J.9.G.' 8685'
Ghana' BR' Jongkind,'C.C.H.' 2440'

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
'

' '
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Appendix(S4(:((Summary'of'locus'per'locus'of'demographic'analysis'implemented'with'BOTTLENECK'
'

Locus'' R9@48_Q4'
R9@
01_Q1'

R9@
07_Q4'

R9@
19_Q2'

R9@
65_Q1'

R9@
61_Q2' ''

R9@
48_Q4'

R9@
01_Q1'

R9@
07_Q4'

R9@
19_Q2'

R9@
65_Q1'

R9@
61_Q2'

R9@
60_Q1'

Empirical'data'
' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 'Sample'size' 241' 241' 241' 241' 241' 241'

'
113' 113' 113' 113' 113' 113' 113'

Heterozygosity'observed'(OH)' 0.325' 0.846' 0.187' 0.076' 0.635' 0.496'
'

0.042' 0.800' 0.009' 0.252' 0.738' 0.542' 0.012'
No.'of'alleles'observed' 7' 26' 9' 7' 15' 6'

'
5' 23' 3' 4' 11' 10' 2'

IAM(
' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 'Average'heterozygosity'(EH)' 0.573' 0.883'' 0.642''' 0.568'' 0.777'' 0.514'

'
0.504' 0.898'' 0.324'' 0.417'' 0.749' 0.723' 0.180''

Standard'deviation'(SD)' 0.153' 0.036' 0.134'' 0.155'' 0.083' 0.168''
'

0.156'' 0.031'' 0.184' 0.180' 0.092' 0.102' 0.169''
Standard'deviate'((OH@EH)/SD)' @1.618' @1.023' @3.405' @3.165' @1.723' @0.109''

'
@2.960' @3.150' @1.714' @0.915'' @0.121' @1.779' @0.994''

Probability'(H>$EH)' 0.0930' 0.1390' 0.0050' 0.0000' 0.0590' 0.3820'
'

0.0000' 0.0120' 0.0000' 0.2290' 0.3570' 0.0610' 0.0000'
TPM(

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 'Average'heterozygosity'(EH)' 0.665' 0.922'' 0.732'' 0.669'' 0.849'' 0.617''
'

0.583''' 0.926'' 0.385' 0.496'' 0.811'' 0.792'' 0.204''
Standard'deviation'(SD)' 0.111'' 0.016'' 0.084'' 0.100'' 0.040'' 0.121''

'
0.127'' 0.019'' 0.168'' 0.153''' 0.054'' 0.059'' 0.170''

Standard'deviate'((OH@EH)/SD)' @3.048' @4.643' @6.527' @5.936' @5.342' @1.004'
'

@4.254' @6.777' @2.236' @1.588' @1.354' @4.229' @1.130'
Probability'(H>EH)' 0.0110' 0.0010' 0.0000'' 0.0000'' 0.0020' 0.1470'

'
0.0000' 0.0030' 0.0000' 0.1000' 0.0860' 0.0030' 0.0000'

SMM(
( ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( (Average'heterozygosity'(EH)' 0.753' 0.939'' 0.811' 0.750'' 0.892'' 0.709''

'
0.669'' 0.939'' 0.452' 0.586' 0.858'' 0.843' 0.227''

Standard'deviation'(SD)' 0.062'' 0.025''' 0.040'' 0.064'' 0.021'' 0.073''
'

0.086'' 0.016'' 0.139'' 0.104'' 0.027'' 0.032'' 0.170''
Standard'deviate'((OH@EH)/SD)' @6.916' @3.661' @15.457' @10.513' @12.228' @2.924'

'
@7.248' @8.761' @3.193' @3.205' @4.446' @9.302' @1.265'

Probability'(H>$EH)'' 0.0000' 0.0050' 0.0000' 0.0000' 0.0000' '0.0180' 0.0000' 0.0030' '0.0000' 0.0120' 0.0020' '0.0000' 0.0000'
'

'

'
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Appendix( S5(:( (Principal) coordinates) (PCoA)) analysis) of) microsatellite) genotypes) in) A.# bipindensis)
populations) sampled) at) fine) scale) in) eastern) Cameroon,) with) the) presence/absence) data) of) alleles,)
according)to)Nei’s)genetic)distance)using)GenAlEx,)cluster)K1=blue)squareE)cluster)K2=red)square.)
)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)
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Appendix(S6:)IsolationJbyJdistance)pattern)in)two)genetic)clusters)of)the)tetraploid)A.#bipindensis.)Genetic)
distance)is)weakly)but)significantly)correlated)with)geographic)distance)with)cluster)K1)(A))and)cluster)K2)
(B).)
)

)
)

)


