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Résumé — Abstract

Le genre Noronhia représente & Madagascar une des lignées les plus diversifié de la
famille des Oleaceae. D’origine africaine, le genre a émigré sur Madagascar au début du
Miocéne, ou ce dernier a subit une forte radiation. Actuellement, de nombreuse especes
peuvent Etre trouvée en parapatric ou en sympatrie et cela dans n’importe quel biotope de
Madagascar. Les études faites jusqu’ici n’ont pas permis d’établir clairement les liens entre la
plupart des especes (supposée due a des hybridations anciennes). Dans cette étude, nous
avons cherché des polymorphismes inter et intra-spécifiques de I’ADN chloroplastique chez
Noronhia en utilisant des marqueurs microsatellites. Le polymorphisme nous a permis
d’affiner a posteriori la distinction d’especes collectées sur trois sites. Entre ces différentes
d’espéces, aucun échange récent d’haplotype n’a été observé. Le polymorphisme
chloroplastique intra-spécifique est tres variable, et dépend probablement de la dynamique et
de I’age des populations de chaque espéece. Il serait intéressant de continuer 1’étude avec des
marqueurs nucléaires pour etudier plus en détail la dynamique des populations de Noronhia,

notamment pour mieux comprendre sa diversification.

Mots clés: Noronhia; Madagascar; Microsatellites; ADN chloroplastique ;

Polymorphisme.

In Madagascar, genus Noronhia represents one of the most diverse lineages of the
Oleaceae family. The genus has migrated from Continental Africa to Madagascar in the early
Miocene, where it underwent a huge radiation. Currently, a lot of species can be found in
sympatry or parapatry and that in any habitat of Madagascar. The recent studies have failed to
establish clear relationships between most of species. In this study, we looked for
polymorphisms of plastid DNA in the genus Noronhia, using microsatellites in order to
identify inter and intraspecific polymorphisms. Polymorphisms allowed us to confirm the
distinction of species sampled on three sites. It was noticed that plastid haplotypes were never
shared between species. Intraspecific polymorphism was very variable according to the
species, and it may depend on dynamic and age of populations of each species. It will be
interesting to continue the study with nuclear markers, in order to study the dynamic of

Noronhia populations, and better understand their diversification.

Keywords : Noronhia ; Madagascar ; Microsatellites ; Plastid DNA ; Polymorphism.
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Introduction

Madagascar est un des plus importants « hotspots » de biodiversité du monde (YODER &
NOVAK, 2006). L’1le possede divers biomes qui sont généralement bien délimités depuis une
forét tres séche au Sud-ouest de I'ile a la forét tropicale humide a 1’Est (YODER & Novak,
2006 ; VENCES et al., 2009). Ces biomes sont généralement caractérisés régionalement et
localement par de forts gradients environnementaux, développant une forte diversité et un fort
endémisme de la faune et de la flore. Pour exemples, 92% des reptiles, plus de 90% des
plantes, ainsi que la totalité des mammiféres et amphibiens natifs ne sont présents nulle part
ailleurs (VENCES et al., 2009). L’hypothése dominante du moment énonce que la majorité des
lignées endémiques malgaches résulterait d’une dispersion depuis 1’Afrique et de I’Inde
depuis le début de I’ére Tertiaire. A partir du Miocene, les colonisations depuis I’Afrique
seraient majoritaires mais il n’est pas exclu que Madagascar est aussi joué le role de source

pour des lignées colonisant d’autres continents (VENCES et al., 2009).

Un autre fait intéressant de Madagascar consiste en son micro-endémisme tres
important. Par exemple chez les amphibiens beaucoup d’espéces ne sont connues que dans
une ou deux localités. La mosaique d’habitats que 1’on peut trouver a Madagascar a
certainement favorisé cette haute diversification locale, en contribuant a isoler les populations
de nombreuses especes (VENCES et al., 2009). Parmi les angiospermes qui ont subi de fortes
radiations a Madagascar, on peut citer certains groupes de Rubiaceae (e.g., Coffea,
Gaertnera; ANTHONY et al.,, 2010; MALCOMBER, 2002), Poaceae (sous-famille des
Bambusoideae ; WATSON & DALLwiITz, 1992), Euphorbiaceae (e.g., Croton, Phyllanthus ;
VENCES et al., 2009), Asteraceae (e.g., genre Psiadia; BESSE et al., 2003), ou encore

Oleaceae (avec en particulier le genre Noronhia ; PERRIER DE LA BATHIE, 1952).

Le genre Noronhia a été décrit pour la premiere fois par STADMAN dans I’ouvrage de
Du PETIT-THOUARS intitulé Genera Nova Madagascariensia (1806). Il correspond a I’'une des
lignées les plus diversifiées de la famille des Oleaceae. Ce genre comprend actuellement 45
especes déecrites, mais la liste ne semble pas exhaustive (HONG-WA & BESNARD, soumis). En
effet, C. HONG-WA a récemment suggéré que Noronhia devrait comprendre au moins 60-70
espéces a Madagascar (C. HONG-WA, en prep.). On pense que les espéeces de ce genre se
dispersent via les mammiféres, car plusieurs groupes de lémuriens (e.g., Microcebus,
Lepilemur, Eulemur, Varecia ; ANDRIAMAHAROA et al., 2010 ; MARTINEZ, 2010 ; SIMMEN et

al.,, 2006 ; THOREN, 2011) se nourrissent de leurs fruits. Par ailleurs, Noronhia est
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entomophile et ses fleurs présentent souvent des pétales relativement grands et charnus
(PERRIER DE LA BATHIE, 1952). Le temps de génération des espéces de Noronhia est mal
connu, mais la présence de nombreux jeunes plants, dont certains capables de fructifier avant
dix ans, laisse supposer que le turn-over des populations peut étre rapide pour certaines
espéeces (e.g., N. capuronii ; G. BESNARD, observations personnelles).

Noronhia était jusqu’a récemment considéré comme endémique de Madagascar et des
Comores, mais de récentes analyses phylogénétiques (basées sur des données chloroplastiques
et nucléaires) ont permis de réviser la taxonomie du genre (HONG-WA & BESNARD, soumis).
Désormais, le genre Noronhia comprend aussi des especes du continent africain et des
Mascareignes, mais il reste tres largement inféodé a Madagascar. Ce genre posséde aussi une
espece, Noronhia emarginata, qui a été introduite dans diverses files et régions tropicales
(Hawaii, Réunion, Polynésie Francaise, Atoll de Midway, Floride ; HONG-WA & BESNARD,
soumis), généralement pour des raisons ornementales. Cependant, cette espece est devenue
envahissante en région littorale, notamment a Hawaii, mais on ignore encore comment elle est

dispersée dans son aire d’introduction.

D’apres les topologies phylogénétiques obtenues sur les marqueurs chloroplastiques et
nucléaires, le genre Noronhia a une origine africaine. Les datations moléculaires ont permis
d’estimer que I’ensemble du groupe dériverait d’un ancétre commun probablement présent en
Afrique a I’Oligocéne (HONG-WA & BESNARD, soumis). D’aprés ces mémes analyses,
Noronhia a colonis¢ Madagascar au début du Miocéne depuis le Sud de I’Afrique. Suite a un
ou plusieurs événements de migration, le genre a subi une trés forte radiation a Madagascar.
Actuellement, de nombreuses especes peuvent étre trouvées en sympatrie ou en parapatrie
(par exemples, plus de cing especes ont été observées localement dans les foréts de
I’Ankarana ou de Daraina; C. HONG-WA, G. BESNARD, observations personnelles). La
diversification du genre est encore mal comprise, mais la confrontation des données
nucléaires et chloroplastiques suggere que de nombreux événements d’hybridation
(réticulation) ont eu lieu durant la radiation (HONG-WA & BESNARD, soumis). Par ailleurs, les
données moléculaires jusqu’ici utilisées (séquences chloroplastiques de régions inter-
géniques, et séquence ITS nucléaires) n’ont pas permis de distinguer certaines especes
proches (e.g., N. linearifolia et N. longipedicellata, N. buxifolia et N. myrtoides). La variation
de ’ADN chloroplastique est d’ailleurs extrémement faible comme déja reportée dans
d’autres genres de la famille des Oléacées (BESNARD et al., 2011 ; HONG-WA & BESNARD,

soumis), et I’utilisation de méthodes alternatives serait nécessaire pour mieux comprendre les
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événements de spéciation et la dynamique des populations d’espéces en sympatrie. 11 serait
notamment nécessaire de développer des outils de génétique des populations, et notamment

des marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques.

L’ADN chloroplastique présente quelques spécificités. 11 est généralement transmis de
facon maternelle et donc seulement dispersé par les graines, ce qui est le cas chez la plupart
des Oléacées, et surtout de la sous-famille Oleeae (BESNARD et al., 2011). Ce génome est
censé ne pas recombiner. Sa nature haploide permet un séquengage plus simple du génome
chloroplastique, mais sa transmission uniparentale fait qu’il est aussi affecté plus fortement
par les phénoménes stochastiques (PETIT et al., 1993). L’utilisation de marqueurs
chloroplastiques permet une meilleure détection d’événements évolutifs et potentiellement
une plus grande efficacité pour detecter les routes de colonisation que les marqueurs
nucléaires, et peut étre trés utile pour tracer 1’origine de plantes envahissantes (e.g.,

PETITPIERRE et al., 2009).

Dans cette étude préliminaire, nous avons recherché des polymorphismes de I’ADN
chloroplastique au niveau inter ou intra-spécifique chez le genre Noronhia. La transférabilité
de 15 loci microsatellites développés chez Olea europaea a été testée chez plusieurs espéces
de Noronhia. L’utilité de ces marqueurs chloroplastiques a été évaluée notamment pour la
distinction d’espéces (polymorphisme interspécifique), I’étude des relations phylogénétiques
entre especes, ainsi que pour I’étude de la dynamique de populations de Noronhia

(polymorphisme intra-spécifique).

Matériels & méthodes

Echantillonnage des plantes et extraction d’ADN

Deux cent vingt huit individus ont été échantillonnés sur trois lieux différents a Madagascar :
respectivement 115 a Binara et 73 & Marojejy, deux sites situes dans la partie Nord de I’Tle, et
40 a Andohahela qui est situé dans sa partie sud (Fig. 1). Ces trois sites correspondent a des
foréts tropicales humides. Un rameau feuillé (avec des fruits quand cela était possible) a été
collecté et mis en herbier pour chaque échantillon. Une feuille était séchée en gel de silice
pour I’extraction de ’ADN. Les coordonnées GPS (ainsi que I’altitude) de chaque individu
étaient également relevées sur le terrain. D’aprés la morphologie foliaire des échantillons,
plusieurs especes ont été distinguées. Certains individus n’étaient pas assignés, mais selon ce

rapide examen morphologique, nous avons estimé qu’il y avait au moins dix especes a Binara,
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A Three highest summits
trois especes a Marojejy et trois especes a  /\/ Rivers with headwaters above 2000 m

Other rivers and tributaries with

Andohahela. A posteriori, cette distinction headwaters on highlands
0 100 200 km
e

d’espéces a ¢été confrontée aux données
moléculaires, ce qui a permis dans certains
cas de [Iaffiner (voir résultats). Peu
d’espeéces ont été identifi¢es dans un
premier temps, du fait que nous n’avions Altitude (m)
généralement pas les caracteres des fleurs
et des fruits. Toutefois, nous avons pu
identifier sans ambiguité N. capuronii
(23 échantillons), N. linearifolia (1) et
N. grandifolia  (23) a Binara, et
N. verticillata (32) a Marojejy.

Un total de 223 individus a été
caractérisé avec les marqueurs

moléculaires (cing individus de la Forét de

Fig. 1. Carte topographique de Madagascar représentant
les trois lieux échantillonnés: Binara, Marojejy et
extraits). Environ 30 mg de feuilles Andohahela. (WILME et al., 2006).

Binara n’ayant pas pu étre correctement

séchées ont été broyes dans un tube Eppendorf de 2 ml en utilisant un Tissuelyzer (QIAGEN)
et trois billes de tungsténe par tube. Les cellules ont ensuite été lysées, puis I’ADN
génomique a été extrait avec le kit Biosprint 15 (QIAGEN), selon le protocole en Annexe 1.
La présence d’ADN dans chaque extrait a ensuite été vérifiée en effectuant une migration par
¢électrophorese sur gel d’agarose 1% de 3 pl de chaque solution d’extraction, suivie d’une

visualisation sous UV.

Révélation de polymorphismes microsatellites
chloroplastiques

Chez D’olivier (Olea europaea), une Oléacée appartenant & la méme tribu que le genre
Noronhia (WALLANDER & ALBERT, 2000), des amorces ont été congues pour amplifier par
PCR une cinquantaine de fragments d’ADN chloroplastique avec un motif microsatellite ou
SSRcp (généralement un poly-T ; BESNARD et al., 2011). Des variants de longueurs ont été
révélés sur tous ces loci SSRcp chez O. europaea. Quinze de ces loci [loci #5, 11, 12, 21, 22,
24, 27, 29, 33, 36, 41, 43, 44, 50, 51 selon BESNARD et al. (2011) ; Annexe 2] ont été testés
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sur tous nos echantillons. Ces loci ont été choisis sur la base de leur taille chez I’olivier pour
pouvoir étre a priori multiplexés, et parce qu’ils ne présentaient que des variations de

longueur de type microsatellite (BESNARD et al., 2011).

Pour révéler les alléles sur un séquenceur a capillaires, les produits PCR doivent étre
marqués avec un fluorochrome. Trois fluorochromes ont été utilisées dans notre étude : 6-
FAM (Bleu), HEX (Vert) et NED (Jaune). Pour chaque fluorochrome, cing loci
microsatellites ont été amplifiés en méme temps (FAM : 12, 29, 33, 36, 50 ; HEX : 11, 21, 22,
41, 43 ; NED : 5, 24, 27, 44, 51). Nous avons donc trois « multiplex PCR » (un pour chaque
fluorochrome).  Dans  chaque réaction PCR, seule une amorce M13
(C TGTAAAACGACGGCCAGT?) est marquée avec le fluorochrome. Pour chaque locus,
une queue de 18 bases correspondant a la séquence M13 a été ajoutée en 5’ de I’amorce
Forward. Un mix d’amorces doit étre en premier lieu préparé pour chaque multiplex PCR. La
concentration de chaque amorce dans ce mix est la suivante : 10 uM de I’amorce M13
marquée, 2 uM de chaque amorce reverse, et 0,5 uM de chaque amorce forward (avec queue

M13).

La réaction d’amplification PCR (« Polymerase Chain Reaction ») contient dans 20 pl,
1 ul d’ADN (environ 5-20 ng), 4 ul de tampon de reaction (tampon 5x contenant 10 mM
MgCl,, et fourni avec la Taq polymerase), 1 pl de MgCl, a 50 mM (soit une concentration
finale en MgCl, de 5 mM), 1 pl de dNTPs (soit une concentration finale de 0,2 mM), 11 ul
d’cau, 1 pl du mix d’amorces précedemment préparé et 0,08 ul de Tag DNA polymerase
(GoTag, Promega). Les plaques sont alors placées sur un thermocycleur T1 (Biometra,
Gottingen, Germany) ou elles vont subir différentes étapes : 3 minutes a 95°C suivies de 28
cycles de 30 secondes a 95°C, 30 secondes a 57°C et 60 secondes a 72°C. Puis 8 cycles de 30
secondes a 95°C, 30 secondes a 51,5°C et 1 minute a 72°C. Le dernier cycle a été suivis par
une extension de 20 minutes a 72°C. Par la suite, quelques produits PCR ont été par la suite

vérifiés par électrophorése sur agarose 2,5%.

Le multiplexage des produits PCR est ensuite effectué. Les produits PCR obtenus avec
chaque fluorochrome correspondent a cing loci, et sont dilués dix fois et mélangés ensemble
avec du formamide. Un marqueur de taille (Liz500) est également ajouté (0,2 pl par
¢chantillon) pour pouvoir I'utiliser comme référence pour estimer la taille des fragments
amplifiés. Ces multiplexes sont alors dénaturés a 95°C et envoyés a la Génopole de Toulouse

pour étre passés sur un séquenceur a capillaire ABI3100 xI Genetic Analyzer. Pour chaque
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individu, on obtient un chromatogramme avec des pics correspondant aux alleles de chaque

locus.

Analyse des données

La taille des fragments amplifiés a été mesurée avec le logiciel GeneMapper version 4.0
(Applied Biosystems). A partir de 1a, des haplotypes (la combinaison des alléles des 15 loci)

vont étre déterminés pour chaque individu amplifié, et pour chaque espéce.

Apres avoir effectué la lecture des tailles d’alléles pour chaque locus chez les 223
individus extraits au départ, nous avons décidé d’écarter les données de 13 d’entre eux pour la
suite des analyses pour trois raisons : soit pour des incertitudes de lecture, soit parce que
I’individu n’a pu étre assigné (et il est possible que ce ne soit pas Noronhia), et soit parce que

nous avons échantillonné qu’un seul représentant d’une espece (e.g., N. linearifolia).

Afin de visualiser les relations phylogénétiques entre haplotypes de Noronhia (pour
les especes dont nous avons échantillonnées au moins deux individus) et definir des
« haplogroupes », un réseau d’haplotypes a été reconstruit avec la méthode « reduced-median
network » implémentée dans le logiciel NETWORK v4.6.1.0 (BANDELT et al., 1999). Cette
méthode se base sur un principe de Parcimonie, et elle permet de considérer des loci SSRcp
multialléliques. Il faut noter que, dans cette analyse, les alléles sont ordonnés selon leur taille,
et par exemple, une différence de deux bases entre alléles d’un locus donné est considérée

comme deux événements de mutation.

La diversité génétique totale (Hr) et la richesse alléliques (Rs) ont été estimées en
utilisant le logiciel FSTAT (GOUDET, 2005) pour chaque haplotype (considéré comme alleles

provenant d’un locus) et chaque espece.

En paralléle, I’utilisation du logiciel R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011) a permis
I’élaboration de graphiques représentant pour les trois sites (Binara, Marojejy et Andohahela)
la répartition locale des especes le long du transect d’échantillonnage et sur le gradient

altitudinal.
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Résultats

Etude du polymorphisme chloroplastique

Les 15 loci développés par BESNARD et al. (2011), que nous avons sélectionnés et testés, ont
pu étre utilisés sur nos échantillons. Seul le locus 50 n’a pu étre amplifié chez les 23 individus
de N. grandifolia, suggérant la présence d’un allele nul chez cette espéce (cf. haplotype sg01 ;
Tableau 1). La caractérisation de tous les échantillons avec ces 15 loci SSRcp a permis de
définir un haplotype chloroplastique pour chaque individu. Ceci a également permis de tester
si les espéces définies a priori sur chaque lieu d’échantillonnage sont valides. Trois constats
ont pu étre effectués: la plupart des individus semble avoir été préalablement bien classé
puisque la plupart des morphotypes a priori définis présente des haplotypes propres (et
parfois plusieurs pour un morphotype donné) ; quelques individus non ou mal classés
présentant des haplotypes communs ont pu étre réassignes a posteriori a un morphotype
commun (par exemple les especes sympatriques N. sp8 et N. sp9 ont été a posteriori
réassignés a deux taxa distincts alors qu’ils étaient a priori traités comme un seul) ; 13
plantes, prealablement non assignées a un groupe, présentent un haplotype unique trés
différent des autres et n’ont donc pu étre a posteriori réassignés (9 de Binara, 2 de Marojejy,
2 d’Andohahela). 11 est possible que certains de ces individus n’appartiennent pas au genre
Noronhia (en particulier MSV392, MSV393 et MSV505). Globalement, les marqueurs
chloroplastiques ont donc permis de soutenir notre distinction de morphotypes de Noronhia
mais aussi de I’affiner. On estime désormais qu’il y aurait dans notre échantillonnage 18

especes d’Oléacées & Binara, six & Marojejy, et six & Andohahela.

Sur les 223 individus analysés, 13 qui n’étaient pas assignés a un groupe ont été exclus
pour les analyses suivantes. Au total, les 17 espéces considérées présentent 33 haplotypes
différents (Tableaux 1, 2 et 3). A Binara et Marojejy, plusieurs especes montrent de la
variation sur certains loci SSRcp, tandis qu’aucun polymorphisme intra-spécifique n’était
détecté a Andohahela. Les especes présentant le plus de polymorphisme sont N. capuronii,
N. spl et N. sp4 avec respectivement neuf, six et six loci polymorphes. N. spl et N. capuronii

montre chacun cing haplotype différents (« s101 a s105 » et « sc01 a sc05 »).

Chaque locus présente au moins trois alleles définis par une taille différente (Tableau
4). Les loci 41, 51, 29 et 22 présentent le plus de variation possédant respectivement 11, 10, 9

et 7 alleles différents. On observe en moyenne 5,4 alleles par locus. On retrouve du
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polymorphisme pour le locus 41 chez six especes (N. spl, N. sp2, N. sp4, N. capuronii, N. sp8
et N. spl0; Tableau 4). A I’inverse les loci 33 et 36 ne présentent aucune variation intra-
specifique. Au niveau intra-spécifique, certains loci polymorphes présentent jusqu’a quatre

alléles (locus 41 chez N. spl et locus 21 chez N. capuronii ; Tableau 4).
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Espéce BINARA MAROJEJY ANDOHAHELA
L_G = 9 (%]
- |[€] « ™ < E o | © |~ © | o 9 g SN2 S]s
121 8|8 & 2|8|8|8] 8|8 32|32 g|g|s]=
Z |5 2 |2 2 S|Z2|2|Z2) 2 2| z |¢lz|z]|z|2z]ls
= z = 2z
Locus
51 3 - - 2 2 2 -1- - - -J10
41 4 - 3 2 3 3 - 2 -1- - - -qu
29 - - -2 2 - e - o
21 e T [
11 - 2 - - -1 - - - -“A4- - - -|¢4
36 - - - e IE T
50 T R R .
5 - - .o 2 - - -1 - - - gA- - - -|s
44 72 e e
27 72 2 - - -2 - - -q4- - - -|¢4
22 - - - -2 3 - )
43 2 e e
12 72 e N
24 2 - - -2 T e
33 - - - - TR B T
Rs 4387 1 2949 NA NA 3571 NA NA NAJ] 3 NA 205 1]J1 1 NA 1
H 0,73 0 0608 O 0,714 0391 O O 0 ]J0464 O 0,151 O0JO O O O
Nb. Ind./taxon] 23 23 16 4 4 23 3 2 4 8 5 26 3218 9 2 18

Tableau 4 Polymorphisme alléliques par locus SSRcp et par espéce. Le nombre d’alléles différents est reporté
pour chaque locus (lorsqu’il est supérieur ou égal a 2). Le Hy représente la diversité en haplotype pour une espece
donnée. Rs représente la richesse en haplotype pour une espéce donnée (il a été calculé pour les espéces d’au moins
huit individus). X désigne la présence d’un alléle nul (non amplifié).
Les valeurs maximums du Hy (Tableau 4) correspondent a 0,735 (N. spl), 0,714
(N. sp4) et 0,608 (N. sp2). Pour le Rs, les valeurs les plus élevées sont de 4,387 (N. spl), 3,571
(N. capuronii) et 2,949 (N. sp2) haplotypes pour un échantillon de huit individus. Entre les
sites, il semble qu’il y ait une diversité et une richesse en haplotypes plus élevées a Binara,
que dans les sites de Marojejy et Andohahela. Il n’y a d’ailleurs aucune variation intra-
spécifique dans ce dernier. A Binara, pour les quatre espéces les mieux échantillonnées en bas
et au milieu du gradient (N. spl, N. sp2, N. grandifolia et N. capuronii), nous avons observé
un relativement haut niveau de polymorphisme sur trois espéces, tandis que la quatrieme est
monomorphe (N. grandifolia). Par contre, les espéces se trouvant dans le haut du gradient
altitudinal (N. sp3, N. sp5, N. sp6, N. sp7) sont également monomorphes, mais elles restent

mal échantillonnées (maximum 4 individus collectés ; Tableau 4).

Le réseau d’haplotypes (Fig. 2) construit avec I’analyse « reduced-median network »
montre que les haplotypes d’une espéce donnée sont interconnectés et forment un groupe
séparé (« haplogroupe ») : sc01/sc02/sc03/sc04/sc05, $101/s102/5103/s104/s105,
s201/s202s/203, s401/s402/s403, s801/s802s/s803 et s1001/s1002/s1003. On note aussi
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quelques possibles apparentements entre haplotypes chloroplastiques de différentes especes.
En particulier, les haplotypes sv01 et s501 présentent un raccord relativement proche. Il en est
de méme pour d’autres haplotypes: [$601-S1101-s1201], [s701-s901], et
[(sc01/sc02/sc03/sc04/sc05)-(s801/s802s/s803)-s1301]. L’enchevétrement central montre que
les relations phylogénétiques entre la plupart des haplotypes chloroplastiques des différentes
especes de Noronhia ne sont absolument pas résolues.

Binara
] SI.IZII . N 1
i) . - 5P

s ) O Nsp2

@ pz

() M. spd

() M.sp3
(M. spé

() H.sp7

; @ . capuronii
s} P s (O M. grandifolia

- . Marojejy
() H.spB
A~ D sp
— (D H. spl0

([ ¥ werticillata
P
s Andohahela

. sIIIII - S Hospll

1002 e, = Hosp 12
=) M.sp 13
=) M. ospld

131 £

sE01 4

Fig. 2 Réseau des haplotypes chloroplastiques des Oleaceae collectés sur les trois sites d’échantillonnage. Les espéces
et localités sont distinguées respectivement par une couleur et un motif différents (Binara : plein, Marojejy : hachure
verticale, Andohahela : hachure horizontale). L’analyse « reduced-median network » a été effectue avec le logiciel
Network v4.6.1.0 (BANDELT et al., 1999). Chaque haplotype est codée par un cercle.

Reépartition des especes le long du gradient altitudinal

Sur le site de Binara (Fig. 3), les individus de Noronhia ont été échantillonnés depuis la limite
savane-forét a une altitude de 337 jusqu’au sommet vers 965 meétres. N. spl et N. capuronii
ont été collectés en sympatrie (337-567 m) sur la partie basse du transect. Deux autres
especes (N. grandifolia et N. sp2), dont les répartitions locales se chevauchent également, se
succedent sur le transect jusqu’a environ 850 m d’altitude. Ces quatre premicres espéces sont
relativement abondantes et ont été bien collectées (entre 16 et 23 individus). Par contre, cing
autres especes (N. sp3, N. sp4, N. sp5, N. sp6 et N. sp7) ont été collectées sur la partie haute

du transect, avec aussi des répartitions chevauchantes, mais ces especes sont beaucoup moins
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abondantes. A noter que N. grandifolia présente la plus importante amplitude altitudinale, qui
s’étale sur 378 m (460-838 m).
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Fig. 3 Représentation de la distribution géographique (figure de gauche) et du
gradient altitudinal de la zone de Binara

Sur le site de Marojejy (Fig. 4), la distribution des individus collectés varie d’une
altitude de 193 a 880 m. N. verticillata (193-566 m) et N. sp10 (197-639 m) sont sur la partie
basse du transect. Bien qu’apparemment en sympatrie (Fig. 4), on sait que ces deux especes
ont colonisé des milieux tres différents : N. verticillata est en bord de ruisseau (milieu ouvert)
tandis que N. spl0 a été collecté systematiquement en sous bois a plusieurs metres du
ruisseau. Par contre, N. sp8 et N. sp9 sont en sympatrie sur la partie haute du transect (654—
880 m), et leurs exigences écologiques seraient assez similaires (sous bois sur une pente tres

accentuée).
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Sur le site d’Andohahela (Fig. 5), la distribution des échantillons collectés s’effectue

d’une altitude de 535 a 811 m. N. spl4 est présente sur une relativement large échelle

altitudinale (561-811 m), et elle a été collectée a des points relativement distants (et a

proximité de deux autres especes de Noronhia: N. spl2 et N. spl3). Par contre, les trois

autres especes (N.spll, N. spl2 et N. spl3) ont éte collectées localement sur une courte

distance (200 a 300 m) le long de deux transects de collecte.
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Discussion

Afin de détecter du polymorphisme chloroplastique dans le genre Noronhia (a la fois au
niveau intra- et interspécifique), nous avons testé 15 loci microsatellites chloroplastiques qui
se sont avérés étres tous polymorphes et un minimum de trois alleles a été révélé par locus.
Seul un locus n’a pas fonctionné sur tous les individus d’une espéce. Ce résultat démontre une
excellente transférabilité des loci SSRcp entre deux genres d’Oleineae (Olea et Noronhia) et
nous devrions donc étre capables d’utiliser la plupart de ces marqueurs sur tous les autres
genres de cette tribu. Par ailleurs, tous les loci SSRcp (51) développés par BESNARD et al.
(2011) n’ont pas été testés, et il est évident que les loci restants permettront de détecter

d’autres polymorphismes intra- et interspécifiques chez Noronhia.

Le polymorphisme interspécifique nous a permis de déterminer si la distinction
d’especes sur le terrain était correcte ou non. Il s’avére que la plupart des échantillons (env.
90%) étaient correctement assigné a un groupe. Ces marqueurs nous aussi permis d’affiner
notre assignation puisque des individus non assignes ont été regroupés et certains groupes ont
été scindés en deux a posteriori. On estime désormais qu’il y aurait une trentaine especes
d’Oléacées dans les 226 échantillons collectés sur trois sites distants. La forét de Binara en

recelant a elle seule 18 espéces (Marojejy et Andohahela en possedent chacun six).

AU niveau interspécifique

Chaqgue groupe (espéce), que nous avons défini avant tout sur la base de la morphologie
foliaire, présente des haplotypes chloroplastiques propres. Ces résultats indiquent qu’il n’y
aurait pas d’échanges d’haplotypes chloroplastiques entres especes (et donc pas
d’hybridation). Cependant, le génome chloroplastique est transmis maternellement et il ne
peut donc pas permettre de révéler des événements d’hybridation. L’utilisation de marqueurs

nucléaires serait nécessaire pour confirmer ou non 1’absence de mélanges recents.

L’analyse « reduced-median network » a montré qu’on ne pouvait pas trouver de lien
phylogénétique évident entre les différentes espeéces d’un méme site sur la base de nos
marqueurs SSRcp. De plus, la majorité des relations entre haplotypes sont totalement
irrésolues (cf. centre du réseau ; Fig. 2). Les marqueurs chloroplastiques ne seront donc a
priori pas tres utiles pour étudier les relations phylogénétiques entre les espéces. En effet, le

fort taux de mutation sur les marqueurs de type microsatellite aboutit a un trés haut niveau
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d’homoplasie au niveau générique. Ce type de marqueur serait par contre potentiellement utile

pour étudier les relations entre des especes proches.

A Binara et Marojejy, les espéces se succédent sur le gradient altitudinal. Néanmoins
On observe des zones de chevauchement entre les especes et certaines sont méme en
apparente sympatrie (N. sp1 — N. capuronii ; N. grandifolia — N. sp2 ; N. sp8 — N. sp9) avec
des individus de différentes espéces collectés a moins de cing meétres 1'un de I’autre. Par
contre, pour N. verticillata et N. sp10, les deux taxa semblent répartis similairement sur le
gradient altitudinal mais il s’agit d’un cas de parapatrie car les deux espéces sont clairement
présentes dans des milieux trés différents (i.e., bord de riviére vs. sous-bois). On remarque
ainsi un véritable gradient de diversification en fonction de 1’¢lévation, ce processus
habituellement est supposé apparaitre avec des populations parapatriques (VENCES et al.,
2009). Deux théories principales s’affrontent pour expliquer cette distribution des espéces.
D’abord la théorie des niches, la répartition de chaque espece est influencée par les conditions
écologiques de leur milieu, c’est le déterminisme environnemental (HUTCHINSON, 1957).
Ensuite, la théorie neutre de HUBBELL (2001), qui s’applique majoritairement en milieu
tropical, énonce que toutes les especes sont équivalentes et que leurs distributions s’effectuent
d’abord aléatoirement puis elles ont tendance a s’agréger du fait d’une dispersion limitée. Ces
deux théories pourraient expliquer le fait que certaines espéces ne sont représentées qu’en
basse altitude (e.g., N. sp1, N. capuronii) et d’autres qu’en haute altitude (e.g., N. sp3, N. sp7).
Néanmoins il faut savoir que I’effet combiné du déterminisme environnemental et de la
dispersion limitée pourrait avoir un effet sur le patron de distribution des espéces (REJOU-
MECHAIN et al., 2011).

AU niveau intra-spécifiqgue

Le maintien de variations alléliqgues pour un locus donné chez une espece est dl

principalement a trois facteurs :

- Tout d’abord, ’accumulation des mutations est une fonction du temps. L’age d’une
lignée joue donc un réle important, car plus elle sera ancienne plus elle aura eu le temps

d’accumuler des variations, augmentant ainsi sa diversite.

- Ensuite, la fluctuation de la taille de la population est un autre facteur important qui
va mener a I’érosion de la diversité apparue par mutation (dérive génétique). L’ADN
chloroplastique est trés sensible a la dérive génétique car transmis seulement par un parent.

D’aprés KIMURA (1983), la plupart des polymorphismes observés au niveau moléculaire sont
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sélectivement neutres et leurs dynamique d’évolution est déterminé essentiellement par la
dérive génétique, c’est la «théorie neutraliste de I’évolution moléculaire ». La dérive

génétique est d’autant plus forte lorsque I’on se trouve dans une population de petite taille.

- Enfin, un troisieme facteur est la possibilité de migrations entre populations, et méme
entre especes (hybridations). Ceci permettra d’augmenter la diversité du fait d’échange

d’alleéles entre populations/especes.

Les marqueurs chloroplastiques ont permis de détecter du polymorphisme au niveau
intra-spécifique chez certaines especes de Noronhia, mais pas toutes. Aucun polymorphisme
intra-spécifique n’a été observé a Andohahela suggérant que les espéces étudiées ont subi une
expansion récente. Par contre, a Binara, les deux espéces collectées sur le bas du gradient de
diversité altitudinal (N. spl et N. capuronii) présentent les plus hautes valeurs de diversité de
notre étude. Deux autres especes (N. sp2 et N. sp4) au milieu du gradient altitudinal présentent
également de la diversité SSRcp. Cela suggére que la taille des populations de ces especes a
Binara est restée plus stable que pour d’autres espéces, ce qui a permis un maintient important
de diversité. Le taux de mutation moyen de ces marqueurs chez Olea europaea est
uw=1,14 10" (en nombre de mutation par génération) suggérant que la diversité SSRcp
observée chez ces espéces est certainement relativement ancienne (probablement bien avant la

derniére glaciation).

Perspectives

Beaucoup d’incertitudes restent en suspend sur I’assignation des groupes, et il est encore
nécessaire d’identifier la plupart des especes étudiées. Nous proposons de séquencer I'ITS
plus un segment chloroplastique (trnS-trnG) pour lesquels des bases de données sont déja
disponibles (HONG-WA & BESNARD, soumis), afin d’aider I’identification (barcoding). Un
individu pour chaque haplotype chloroplastique sera analysé. Ces marqueurs permettront a la
fois de Vvérifier si chaque espéce correspond bien a Noronhia, mais aussi de les replacer dans

un arbre phylogénétique de la tribu Oleeae (HONG-WA & BESNARD, soumis).

Pour améliorer cette étude préliminaire, il est nécessaire de compléter
I’échantillonnage sur plusieurs transects pour chaque site d’étude (en particulier Binara). Au
niveau des marqueurs chloroplastiques, seulement 15 ont été testés, et il serait judicieux de
tester I’ensemble des marqueurs disponibles. Ceci devrait permettre de détecter de nouveaux
polymorphismes. Le développement de microsatellites nucléaires permettra aussi de mieux

étudier la diversification et la structuration des populations de Noronhia. On pourra étudier la
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dynamique des especes (flux de génes entre massifs proches, courbe de dispersion des
geénes...), et détecter facilement d’éventuels événements récents d’admixture (hybrides). Pour
les analyses on pourrait aussi mesurer ’apparentement entre les individus et le comparer a la
distance géographique les séparant afin de mieux estimer 1’effet de I’isolement par la distance
(e.g., MALECOT, 1946).

On peut conclure en rappelant qu’actuellement on dénombre 45 espéces de Noronhia.
Mais la diversité en especes observées sur un si petit échantillonnage et sur seulement trois
sites différents méne a penser que le nombre d’espéeces de Noronhia est largement sous évalué
(HONG-WA & BESNARD, soumis), notamment dans le nord de Madagascar ou il y a une
mosaique d’habitats contenant de nombreuses espéces endémiques a aire de distribution tres

restreinte (VENCES et al., 2009).
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Annexe 1. Protocole d’extraction d’ADN avec le kit Biosprint 15 (QIAGEN).
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Utilité des microsatellites chloroplastiques pour identifier du polymorphisme inter- et intraspécifique chez

Noronhia spp. (Oleaceae)

Broyage des échanti

llons

. v I Rialw ~-_.;;(-<"-o
avec le wziﬁ@g&w ‘

g:z@ur‘ une exiraction
£ de Qiagen

N

. Broyer 5 m

. Mettre environ 30 mg de feuilles séchées au silica gel dans un

tube de 2ml.
Ajouter 2 billes en tungstene par tube.

in & vitesse maximale (30Hz) dans le Tissuelyser de

Qiagen.

Lyse des ¢

~ellule
avec le Bio

Pour la lyse des cellules, 2 protocoles peuvent &tre ufilisés,

celui de Mdilyn , ou celui de Darin.

Mailyn Darin

1. Ajouter 400uL de CTAB
contenant 1% de PVP
(polyvinyl-pyrolidone) par
tube de feuilles broyées.

. Incuber 1h a 65°C.

4,
le Biosprint.

i. Ajouter 800ul de CTAB
et 104l de Protéinase K &
100 mg/mL par tube de
feuilles broyées.

2h @

2. Incuber B C.

. Centrifuger les tubes 10 min a vitesse maximale.

Récupérer 200 (i de surnageant pour I'extraction d'ADN avec
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Extraction d ADN avec le BioSprint 15
Qliagen

Extraction de 15 échantillons en 15 min environ.

Aitention : Lors de la premieére utilisation du kit d'extraction,
complémenter chaque bouteille de tampon RPW avec 125 mlL
d'isopropanc! et 220 pl. de RNase A (I tube). Conserver le
tampon & 4°C.

1. Allumer me BioSprint 15

2. Ouvrir la porte située sur l'avant de l'appareil et sortir le
support des trips.

3. 3. Installer les 15 strips (barrettes de 5 tubes) sur le
support, languette du strip sur la gauche (cf schéma ci-
dessous). Un strip est utilisé par échantillon.

Correct Loading of 5-Tube Strips in the Tube Strip Tray

e e

SOBE CETHO GCRHB

Middle
column

Left column

Si le nombre d'échantillons d extraire est inférieur ou égal a 5, les
strips doivent &tre chargés sur une méme colonne.

Si le nombre d'échantillons d exiraire est inférieur ou égal a 10, les
strips doivent &tre chargés sur deux colonnes.
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4. Ajouter les réactifs dans chague tube, sur les strips, comme
i ~

indiqué sur le tableau ci-dessous
l ‘J‘Je;r——#ié;:—g;n—i— Volume of reagenis (yl ‘
%1_ isopropanol e ’ 200 ‘ ‘i
] 1 MagAﬁrad Suspension G : : =520
1 2 Buffer RPW 500
3 Ethanol (96-100%) . o500
| '4 - Ethano! (96-100%) 500
11 5 : Diéfiiled water or fow-salt bﬁffer e 200 :
e

Avant dajouter la SUS;}@“ES‘%QH G de MagAttract , sassurer quelle est
completement resuspendue. Vortexer 3 min avant la premiere
utilisation et 1 min avant les utilisations suivanis.

Attention : Le
languette).

puits 1 & gauche, sur le sirip (du coté de la

5. Transférer les 200 pl de surnageant récuperes apres la lyse
dans le puits 1.

6. Installer les 3 « protections de barreaux aimantés » sur le
support (cf dessin ci-dessous).

Rod Cover Siot

Tubs of the 5-Rod Cover

Short
tab

Rod cover

slot 7

Long
tab

Si vous n'utilisez qu'une ou deux colonnes (extraction de 5 ou 10
échantillons), utilisez le nombre de protection adapté.
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7. Instailer le support de strip dans le BioSprint et fermer le
capot.

8. Sélectionner le protocole « BS15 DNA Plant » et appuyer sur
START, :

9. Une fois le protocole ferminé, appuyer sur STOP et retirer
le support de strip de l'appareil. Transférer 'ADN élué du
puits n°b dans le microtube final.

10. Eliminer les strips et les profections de barreaux
aimantés. Eteindre le BioSprint 15 ; Nettoyer le support de
strip avec de I'éthanol 70%.
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Annexe 2. Caractéristigues des loci. Caracteéristiques des loci chez Olea europaea : Amorces, gamme de taille des alléles, type de
polymorphisme, localisation sur le génome et noms correspondant dans les anciennes publications

Locus Forward primer (5'- Allele Locus name
>37) Revers primer (5'->3') size Motif Position Region name in previous Ref.
range studies
tgtaaaacgacggccagtGAA _ _ _
5 GGTTCCTATTTAGACATC TATCTATTTGAAATCAGTGATGGG 98 99 polyTis-13 6820 rpsl6-trnQ
tgtaaaacgacggccagtAGA indel 10 trnSG-
11 TAAAGGAAGGGCTCGARCG CAGGCCATCAGAATAAGAAGGG 126 | 138 bp + 9573 trnS-trnG indell, P12-]| [2,06]
POolyAii-14 P13
12 | tgtaaaacgacggecagtGlT| ) roqpprcerrraccTCTCAATG | 130 | 131 1ya 10275 trnG intron | trnG-polyaA | [2]
TCGCAATTTCATAATCCAAC POLlyA7-g o poly
tgtaaaacgacggccagtCAT B B _
21 AGTTAC cocanncanac | TCTTCCAAAARATCACAAGGAGTT 102 | 103 polyRg 1 31790 psbM-trnD
tgtaaaacgacggccagtGAA _ trnDT-polyT,
22 TATTAGAATCGCCACACTC CAATCATTCCCTGAACAAATCC 156 | 159 PolyAig-13 32680 trnE-trnT P20 [4,6]
tgtaaaacgacggccagtAGA
’7 _ _ _ -
24 TAGAACAAAGAAGACACTCAR | CCTCTTGTTCGATTAACTAATGTT 18 190 | polyAi;_ 1,4 34149 trnT-psbD
tgtaaaacgacggccagtCTC
7 _ -
2 GGTTATGAGACACATTACAAT CAAGAAGTTTGCAAGAAGTTTGAC | 110 | 113 polyAg_ 17 38009 psbZ-trnG P22 [6]
tgtaaaacgacggccagTGAA . _ B
29 ACATAGCATCTGAGGTTG TACCTATTACAGAGATGGTGTG 202 | 204 PolyAig-12 46117 ycf3 intron
tgtaaaacgacggccagtAAT _ _
33 CAAATACGGGTTTCCGATAAG ATACCAAGGCTCAATCCAATTAAG | 234 | 236 polyTo_11 49018 trnT-trnkL trnTL-polyT [1]
36 |tgtaaaacgacggecagtiiC| ., rorrrGaTTATTAGACCATGE | 181 | 183 | POLYAs 57113 atpB-rbcL ccmp?7, P28 | [1,6]
AACATATATCACTGTCAAGAG +Rg s P P ’
tgtaaaacgacggccagtCAA _ _
41 ATCTTGATCTAGCTACAAGG AAAGGTATCACATGGATCACTAG 169 172 pPolyAg 1, 67877 psbE-petL psbE-petL [5]
tgtaaaacgacggccagtGTT B B B
43 TTGTTCGACAAATCCGGG TAATTTAAACGGAGTTCCCCGG 208 | 209 polyAg_qg 71025 rpsl8-rpl20
tgtaaaacgacggccagtCGC B B B
44 GTGATGAAACGAAGAGA CCATCTGGGTCTGATAGATTC 193 | 194 polyAg_g 72889 rpsl2-clpP
tgtaaaacgacggccagtGCG polyAi,_ B B B
50 CCTAGAAGATATAAAACAG AAAGCGAATTCTCCCTAGATACA | 227 | 228 +Rsro 80449 petD-rpsll
tgtaaaacgacggccagtGGT _
51 CAACTAAAATTATGCETGC TAGATTGTGTCTCACGCATATAC [139| 146 | polyTii-1s 83109 rps8-rpll4 P31 [6]
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