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Résumé

Parkia biglobosa, est une espéce typique des parcs agroforestiers répandue dans la savane
soudanienne. Elle présente de multiples fonctions et constitue une source inestimable de biens et de
services pour les communautés locales en Afrique de ’Ouest. La présente étude a eu pour but d’évaluer
la diversité et la structure génétiques des populations de Parkia biglobosa des zones agro-écologiques
des terres de barre, de la dépression et des pécheries, du Bénin. Vingt-et-un accessions correspondantes
a vingt-et-un placeaux, ont été collectées dans les trois zones. Respectivement, huit, six et sept individus
de I’espeéce en étude, ont été prélevés dans les zones agro-écologiques des terres de barre, de la
dépression et des pécheries. Au total, huit marqueurs microsatellites SSRs spécifiques a I’espéce Parkia
biglobosa ont été testés. Les huit marqueurs utilisés sont polymorphes et ont révélé en tout, cinquante-
huit all¢les sur I’ensemble des morphotypes considérés. Le taux de polymorphisme est évalué donc a
100 %. Le nombre d’alleles varie de 5 a 14 selon les loci avec un nombre moyen de 7,25 alléles par
marqueur. Les alléles rares (fréquence < 5 %) représentent 24,13 % de 1’ensemble, soit 14 all¢les rares
sur les 58 alléles. La diversité génétique de Nei (ou hétérozygotie attendue) de 1’ensemble de la
collection est de 0,83 et varie de 0,72 (pour le locus PbL04) a 0,95 (pour le locus PbL09). La valeur
moyenne par locus du taux d’hétérozygotie observée, est de 0,81. Ce taux par locus est inférieur a 1,
pour tous les loci sauf, pour les loci PbL09 et PbL11 qui, ont un taux d’hétérozygotie observée, égal a
1. Seul le locus PbL21, a un taux d’hétérozygotie inférieur a 0,50. Concernant 1’écart a la panmixie (F),
F > 0 (positif) pour deux des huit loci. Il s’agit des loci spécifiques PbL21 et PbL22. Par déduction, les
populations présentant de tels indices, connaissent un déficit en hétérozygotes par rapport a I'équilibre

* Correspondance : Kourouma KOURA
E-mail : kourakourouma@gmail.com; Tél : +229 96716130

Annales de I’Université Joseph KI-ZERBO — Série C, vol. 020, Décembre 2022 — ISSN : 2424 7545 37


mailto:kourakourouma@gmail.com

panmictique. F < 0 (négatif) dans le cas des six autres loci. Donc, les populations ici ne présentent pas
un déficit mais plutdt un exces, en hétérozygotes par rapport a I'équilibre panmictique. Par ailleurs, le
dendrogramme réalisé révéle que les 21 accessions de Parkia biglobosa, sont organisées en trois groupes
comportant respectivement 17, 2 et 2 individus. D’ou I’existence d’une diversité intra et inter
populations des morphotypes de Parkia biglobosa des zones agro-écologiques, en étude. Ces résultats
ont le mérite de fournir des détails trés utiles, pour la conservation de cette espéce, en voie de disparition,
malgré les multiples biens et services, qu’elle rend.

Mots clés : Parkia biglobosa, Diversité génétique, Structure génétique, SSR, Zone agro-
écologique, Bénin.

Abstract

Parkia biglobosa is a typical species of agroforester park extend in the savanna of Sudan. It
presents multiple functions and constitutes an inestimable source of goods and services for the local
community in West Africa. The goal of the present study realized in Benin is to determine the diversity
and the genetic structure of people of Parkia biglobosa of the agro-ecological zones of earth of bar,
depression and fishery. Twenty-one accessions corresponding to twenty-one placeau have been
collected in the three zones. In fact, eight, six and seven individus of the study species have been taken
away respectly in the agro-ecological zone of bar earth, depression and fishery. In total, eight specific
microsatellite-markers SSRs to species Parkia biglobosa have been tested. These markers are
polymorphic and have been revealed fifty-eight alleles in the whole considered morphotypes. So the
morphism rate is evaluated to 100 %. The allele number varies from 5 to 14 according to the loci with
average number of 7.25 alleles by markers. The rare alleles (frequency < 5 %) represent near 24.13 %
of the whole, either 14 rares alleles of 58 alleles. The genetic diversity of Nei (or expected heterozygote)
of whole of the collection is 0.83 and vary from 0.72 (for the PbL04 locus) to 0.95 (for PbL09 locus).
The average value per locus of rate observed heterozygote is 0.81. This rate per locus is inferior to 1,
for all loci except PbL09 and PbL11 loci having as rate observed heterozygote equal to 1. Better only
the PbL21 locus has a heterozygote rate inferior to 0.50. With regard to the panmixia difference (F), we
have: F > 0 for two of the eight loci, then by deduction, the populations presenting such fixation indices
know a deficit in heterozygotes compared to panmictic balance. The values of the positive fixation
indices vary between 0.35 for the PbL22 locus and 0.40 for the PbL21 locus. In addition, F <0 (negative)
for the other six loci. So the populations here have an excess, in heterozygotes compared to panmictique
equilibrium. Additionally these genetic structuration and diversity work in Parkia biglobosa
morphotypes in the three zones reveal that the 21 Parkia biglobosa accessions are organised in three
groups, including respectly 17; 2 and 2 individus. To sum up, we notice the existence of intra and inter
diversity of population of morphotype of Parkia biglobosa. These finding results have the value to
supply useful details for the conservation of this extincting species despite the multiple goods and
services it gives back.

Keywords: Parkia biglobosa, Genetic diversity, Genetic structure, SSR, Agro-ecological zone.

1- INTRODUCTION biglobosa  est une espéce qui rend
d’énormes biens et services a une bonne

Parkia biglobosa est 1’'une des plus partie de la population rurale, car elle est
importantes plantes génératrices de Produits consideérée le plus souvent, comme
Forestiers Non Ligneux [1; 2]. Répandue principale source de revenus et moyen
dans la savane soudanienne, Parkia efficace de lutte contre la pauvreté [3].
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Ainsi, I’'importance économique de 1’espéce
justifie dans certaines zones les initiatives
de nombreux agriculteurs qui développent
et entretiennent ces plantations. Les arbres
de Parkia biglobosa font partie intégrante
du paysage agricole du Bénin [4].

En dépit des multiples avantages que
procure Parkia biglobosa aux
communautés locales, elle subit a 1’instar
des autres especes de la savane de sérieuses
menaces liées aux pressions anthropiques et
aux aléas climatiques, ceci se manifeste par
le vieillissement de nombreux parcs,
caractérisés par une absence de
régénération et la dégradation de certains de
ces parcs [5; 6]. Cette situation
préoccupante commande que des mesures
visant a préserver [’espéce, soient prises et
ceci est d’autant plus urgent que Parkia
biglobosa figure parmi les espéces dont la
biologie et I’organisation génétique sont
encore relativement inconnues. Différents
travaux ont été effectuées sur Parkia
biglobosa en Afrique de 1’Ouest en général
et au Bénin en particulier.

Les places et roles de Parkia
biglobosa dans la vie quotidienne des
communautés rurales d’Afrique de 1’Ouest
[5] et du Bénin [6 ; 7 ; 8] ont été précisés. I
s’y découle que I’espece de par ses
multiples propriétés, posséde beaucoup de
vertus, utiles aux populations. [4] a réalisé
la caractérisation morphologique et
structurale et 1’étude de la production des
fruits des arbres de Parkia biglobosa dans
les parcs des régions de Bohicon, Save,
Parakou, Bembéréké et Kandi. Pour y
parvenir, il s’est fondé sur des relevés
floristiques, des inventaires forestiers et des
mesures des dimensions des organes de
reproduction. Au terme de ces travaux,
Gbédji a conclu que les arbres de Parkia
biglobosa, au sein de tous ces parcs, se

répartissent de maniére  agrégative.
Quelques années aprés les travaux de [4],
[10] réalisa la modélisation de la production
fruitiere de Parkia biglobosa autour de la
forét classée de N’Dali. Pour elle, le type de
formation végétale et les parametres
dendrométriques que sont la hauteur totale
et le diametre & 1,30 m du sol, influencent
significativement la  fructification de
I’arbre. Mieux, il ressort desdits travaux de
[10] que le meilleur modele de prédiction de
la production en gousse dépend aussi bien,
du diamétre du houppier, du diametre a 1,30
m du sol que de la hauteur totale et du type
de sol en présence.

Du point de vue de la biologie de la
reproduction, Parkia biglobosa, comme la
plupart des especes de la savane
soudanienne, a un profil de type saisonnier
qui se déroule surtout en saison seche [11].
L’examen des taux d’allofécondation tant
au niveau population qu’au niveau famille,
dont la majorité des valeurs sont proches de
1; permet de supposer que cette espece
présente un systéme d’auto-incompatibilité
partielle, caractéristique répandue chez la
plupart des espéces hermaphrodites [11].
Toujours a la méme anneée, [11] réalisa une
étude sur la diversité génétique de Parkia
biglobosa au moyen de 1’électrophorése
enzymatique. Cette recherche a permis de
déterminer la diversité intra et inter-
population, la structure et les distances
géneétiques entre 64 populations naturelles
réparties a travers 11 pays d'Afrique de
I'Ouest et du Centre. Remarquons que, les
marqueurs biochimiques sont soumis a
I'influence de I'environnement. Pour [5], en
1995, le systeme de reproduction de
I’espéce est préférentiellement allogame
avec toutefois la possibilité d’autogamie,
quoique limitée par un systéme d’auto
incompatibilité. La fructification de méme
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que la structuration de la diversité intra- et
interpopulation sont influencées par les
pollinisateurs.  Par rapport a |la
détermination du niveau et de la structure de
la diversité existante chez Parkia biglobosa,
différentes observations morphométriques
et phénologiques couplées avec des études
sur les systemes de reproduction ont été
utilisées [5]. La variation intrapopulation
est grande alors que celle interpopulation
est relativement petite et assez comparable
a la variation inter-pays. Les facteurs
environnementaux et génétiques sont entre
autres les facteurs qui impliquent la nature,
le niveau et la structure de la diversité
phénotypique observée chez Parkia
biglobosa.  Concernant  les  aspects
microbiologique et physicochimique de la
fermentation des graines de Parkia
biglobosa; plusieurs travaux ont été
réalisés [12 ; 13 ; 14 ; 15].

[16] dans ses travaux a montré des
différences ethniques dans les valeurs et les
formes d’usage de Parkia biglobosa. Ces
études ont prouvé entre autres que, les
connaissances locales sur Parkia biglobosa
sont diversifiées et varient non seulement
selon le groupe ethnique mais aussi selon
I’age et le sexe des individus. Egalement,
les études de la transférabilité des
microsatellites de Parkia panurensis, sur
Parkia biglobosa, furent conduites par [16]
en 2014. 11 ressort de ces travaux que les
loci : Parpan3, Parpan4, Parpan9, Parpanl3
et Parpanl5, tous spécifiques au Parkia
panurensis, pourraient étre utilisés pour
amplifier aussi des séquences spécifiques
de Parkia biglobosa, vu que les loci
spécifiques a cette derniére n’étaient pas
encore connus a ce moment-la.

[17] ont prouvé la diversité des

populations de Parkia biglobosa des zones
agro-¢écologiques du Nigéria, au moyen des

marqueurs RAPD. Aussi, en 2014, [18] ont
développé avec succés des microsatellites
sur Parkia biglobosa dans ses travaux.
Onze marqueurs microsatellites spécifiques
au Parkia biglobosa (PbL02, PbLO03,
PbL04, PbLO5, PbL09, PbLII, PbLI2,
PbL15, PbL18, PbL21 et PbL22) ont été
définis. Il faut noter que les microsatellites
sont des marqueurs co-dominants. Ce sont
de courtes séquences répétées en tandem.
Ainsi, leur polymorphisme peut étre détecté
par PCR a partir des amorces qui
s’hybrident aux régions flanquantes.

Certes, remarquons a juste titre, qu’il
y a eu de nombreux travaux réalisés sur
Parkia biglobosa dont la majorité, prouve
quelle est une espece de grande
importance. Cependant, de persistantes
pressions multiformes continuent, de
menacer la survie des parcs a Parkia
biglobosa dans de nombreuses zones de
I’ Afrique de 1’Ouest en général et du Bénin
en particulier. C’est pourquoi, des mesures
visant a préserver 1’espéce pour une
utilisation durable s’averent une nécessité.
Or, en vue de développer une stratégie
appropriée de conservation (in situ et
conservation ex-sifu) a long terme de Parkia
biglobosa, 1l est indispensable de disposer
de données sur la génétique et la biologie de
I’espeéce. D’ou I’'importance de la présente
é¢tude qui, aux coOtés de celles dé¢ja
effectuées sur la diversité génétique de
I’espéce, majoritairement au moyen de
marqueurs influengables par
I’environnement, apportera beaucoup plus
de précisions sur la structuration de
I’espéce, car utilisera les microsatellites
définies par [18].

L’objectif général de ce travail est
d’évaluer la diversité génétique des
populations de Parkia biglobosa, situées
dans les zones agro-écologiques de
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dépression, de terre de barre, et des
pécheries.

Spécifiquement, il s’est agi de :

- Déterminer la diversité
génétique des populations de Parkia
biglobosa de trois zones agro-
écologiques du Beénin;

- Déterminer la  structure
génetique de cette diversité génétique
en vue d’une amélioration des
ressources génetiqgues de Parkia
biglobosa.

Les hypotheses formulées pour cette
étude sont les suivantes :

- Il existe une variation
génetique intra et/ou inter population
entre les individus de Parkia
biglobosa des différentes zones agro-
écologiques du Sud Bénin en étude ;

- La connaissance de la
structure genétique de cette diversité
génétique permet 1’amélioration ou la
conservation des ressources
géneétiques de Parkia biglobosa.

2- CADRE D’ETUDE, MATERIEL ET
METHODES

2.1- Milieu d’étude

Le Bénin est un pays de I’ Afrique de
I’Ouest présentant  des  caractéristiques
majoritairement différentes d’une région a
une autre. Sur la base des facteurs
pédoclimatiques et des différentes cultures
pratiquées, on y distingue au total huit
zones agro-écologiques. La présente étude a
porté sur trois zones agro-écologiques
(Figure 1) a savoir : zone agro-écologique
des terres de barre, zone agro-écologique de
la dépression et zone agro-écologique des
pécheries.

2.1.1- Zone des terres de barre
(ZTB)

Les terres de barre (barro = argile
sableuse a I’état humide en portugais)
représentent 7 % de la superficie du Bénin.
Plusieurs communes couvrent la zone agro-
écologique des terres de barre au Bénin. Il
s’agit  de Djakotome,  Adjarra,
Klouékanme, Avrankou, Akpro-Misséréte,
Toviklin, Ifangni, Abomey, Porto-Novo,
Agbangnizoun, Bohicon, Za-Kpota, Cove,
Zogbodome, Ze, Bopa, Allada, Sakété,
Houéyoghé, Kpomasse, Tori-Bossito,
Adjara, Zangnanado. La zone agro-
écologique des terres de barre se localise
entre 620" et 720" de latitude-Nord puis
1'40" de longitude-Est et couvre une
superficie d'environ 10500 Km2. Le climat
est de type soudano-guinéen ou de type
subéquatorial comportant deux saisons de
pluies alternées par deux saisons séches. La
pluviométrie généralement enregistrée dans
la zone varie entre 800 mm et 1400 mm
L humiditeé relative est de 55 % a 95 % avec
une température moyenne de 25,3 °C a4 29,7
°C. Dans la zone agro-écologique des terres
de barre, le relief varie entre 20 et 200 m,
constituée de deux séries de plateaux
séparés par la dépression argileuse de la
Lama : il s'agit des plateaux de Sakete,
d'Allada et de Comé au Sud et des plateaux
de Kétou, Zagnanado, Abomey et Aplahoué
au Nord. On observe aussi un relief presque
plat appartenant a
géomorphologique du plateau d’Abomey et
la présence de pente douce vers le Couffo
(cas de la commune d’ Agbangnizoun). Pour
ce qui concerne les caractéristiques
physiques et chimiques des sols, notons que
ce sont des sols rouges appelés sols
ferralitiques résultant de 1’altération
poussée du Continental Terminal. Ils sont
sablo-limoneux en surface. De nature

I’ensemble
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argilo-sableux a structure stable et de faible
capacité de rétention en eau, elle présente
des risques de stress hydrique pour les
cultures annuelles dont la majorité des
racines reste confinée dans les horizons de
surface. lls présentent une potentialité de
fertilit¢ moyenne qu’ils perdent lorsqu’ils
sont beaucoup exploités. Notons que le
matériau originel de ce type de sol est un
sédiment argilo-sableux tres évolué ou ne
subsistent plus que la kaolinite, le quartz et
la goethite (3 a 8 % de fer).

2.1.2- Zone de la dépression (ZD)

La zone de la dépression, de par sa
situation géographique se trouve dans la
zone climatique de type subéquatorial
caractérisée par la succession annuelle de 4
saisons par alternance :

- Deux saisons seches (une
grande, allant de Décembre a mi-
Mars et une petite allant de mi-Juillet
a Ao(t) ;

- Deux saisons des pluies (une
grande, allant de mi-Mars a mi-Juillet
et une petite allant de Septembre a
Novembre). Le niveau moyen des
précipitations est de 1100 mm pour la
grande saison et 800 mm pour la
petite saison.

Les températures moyennes
mensuelles varient entre 27 et 31 °C.
L’humidité relative de 1’air varie selon les
mois entre 65 % (Janvier - Mars) et 97 %
(Juin et Juillet). La

zone de la dépression couvre les communes
de : Zogbodomey, Toffo, Lalo, Adja-Oueére,
Pobé. Ces communes sont réparties en 4
départements que sont: I’Atlantique, le
Couffo, le Plateau, et le Zou.

2.1.3- Zone des pécheries (ZP)

La zone agro-ecologique des
pécheries couvre 3.280 Km? et regroupe la
bande sableuse cotiere et les alluvions
fluviales et lacustres du Mono, de I'Ouémé
et de I'Atlantique. Elle jouit d'un climat de
type subéquatorial. La pluviométrie
annuelle (1400 mm a I'Est et 900 mm a
I'Ouest) et sa répartition autorise une
période de croissance des végétaux de 240
j/an. Les températures varient peu (25 a 30
°C). Le relief est uniforme et peu marqué.
La bande sableuse est une plaine alors que
les vallées se présentent sous forme de
dépressions ouvertes ou encaissées. On y
retrouve des sols d'origine alluviale ou
colluviale. Les sols hydromorphes sont
fertiles mais inondables par les crues des
fleuves, tandis que les sols sableux sont peu
fertiles et favorables aux plantations de
cocotiers et de filao. Les principales
formations végétales sont la savane
herbeuse, le fourré arbustif et les prairies.
La densité de population rurale par km? de
superficie  cultivable est de 174
habitants/Km2. Les communes de Sémé-
Podji, Adjohoun, Grand-Popo et la
commune de Cotonou abritent la zone agro-
écologique des pécheries.
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Figure 1 : Localisation géographique des zones agro-écologiques en étude

2.2- Matériel végétal

Le matériel végétal est composé de
vingt-et-un accessions de Parkia biglobosa
provenant des trois zones agro-écologiques
en étude. La méthode utilisée pour identifier
les populations de Parkia biglobosa, a

consisté en un premier temps au choix d’un
certain nombre de communes dont les
peuplements de Parkia biglobosa sont les
plus représentatifs, ceci en se basant sur les
critéres suivants : effectif assez élevé en
pieds de Parkia biglobosa [au moins 10
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pieds de Parkia biglobosa de diamétre a
hauteur de poitrine (1,30 m du sol)
supérieur ou égal a 10 cm] [19] et station
accessible en toutes saisons [5; 20]. Les
parcelles agroforestieres sont de formes et
de superficies variables (entre 0,1 ha et 4,5
ha).

2.3- Analyse génétique moléeculaire
au moyen des microsatellites nucléaires
(SSRs)

L’analyse génétique moléculaire des
accessions de Parkia biglobosa a été
déroulée au Laboratoire de Génétique
Moléculaire et d’Analyse des Génomes
(LGMAG) du Département de Génétique et
des Biotechnologies de la Faculté des
Sciences et Techniques (FAST) de
1I’Université d’Abomey - Calavi (UAC).

2.4.1- Extraction et dosage d’ADN

L’extraction de ’ADN s’est faite sur
des échantillons de jeunes feuilles de Parkia
biglobosa selon le protocole décrit par [21]
utilisant le MATAB (Mixed Alkyl
Triméthyl Ammonium Bromide) comme
tampon de lyse.

En résumé, 0,15 g de jeunes feuilles
de chaque échantillon a éte prélevé et broyé
dans un mortier en porcelaine avec 2 ml de
tampon d’extraction Tris-EDTA-Sorbitol
(TES). Le broyat est recueilli dans un tube
Eppendorf de 2 ml puis centrifugé a 10.000
rpm pendant 10 minutes a 4 °C. Apres
centrifugation, le surnageant est éliminé.
Au culot sont ajoutés 800 ul du tampon de
lyse MATAB a 4 % préchauffé a 65 °C.
L’ensemble est correctement homogénéisé
puis mis au bain-marie a 65 °C pendant 1 h
30 minutes avec agitation douce par
retournement inversion-réversion toutes les
10 minutes. Ensuite, les échantillons sont
refroidis a la température ambiante et

additionnés chacun de 800 pul de
Chloroforme Isoamylique Alcool (CIAA)
24 :1. Le mélange est agité délicatement par
retournement inversion-réversion pendant 2
minutes puis centrifugé a 10.000 rpm
pendant 15 minutes a 4 °C. Cette
centrifugation permet de séparer le melange
contenu dans chaque tube en trois phases.
La phase supérieure aqueuse contenant
I’ADN est récupérée transvasée dans de
nouveaux tubes Eppendorf. Un volume égal
d’Isopropanol trés froid est ajouté au
contenu de chaque nouveau tube. Le tout est
mélange délicatement afin de permettre la
précipitation de I’ADN sous forme de
pelote. Aprés centrifugation, le surnageant
est éliminé de facon délicate. 800 pl
d’éthanol a 70 ° est ajouté a la pelote
contenue dans chaque tube. Chaque tube est
retourné afin de faire décoller la pelote du
fond du tube. L’ensemble est ensuite
centrifugé a 10.000 rpm pendant 15 minutes
a 4 °C. A la fin de la centrifugation, le
surnageant est jeté et la pelote d’ADN
purifié est séchée a I’air libre. La pelote
seche est reprise dans la Tris-EDTA (TE).

Pour <s’assurer du succes des
opérations  d’extraction d’ADN, des
prélevements de 2 ul d’ADN génomique
extraits sont visualisés par électrophorése
sur un gel d’agarose a 1 %. Cette
¢lectrophorese permet d’évaluer la qualité
de I’ADN et la concentration en ADN des
extraits obtenus. Apres cette vérification,
les échantillons d’ADN extraits sont par la
suite conservés au froid a -20 °C pour la
suite des analyses.

2.4.2- Amplification par la réaction
en chaine de la polymérase (PCR)

Dans un second temps, des dilutions
des extraits d’ADN conservés ont été
effectuées pour obtenir des concentrations
de I’ordre de 10 ng/ul nécessaires pour les
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amplifications. Pour la réalisation des
amplifications, le milieu réactionnel de 25
pl doit contenir 10 a 30 ng d’ADN, 1 X du
tampon PCR (10 X), 0,2 uM de chaque
marqueur (R et F), 0,2 mM de chaque
dNTP, 2,0 mM et MgClz, 1 Unité/ pl de
Taq polymérase et 0,5 % de BSA (20 mg /
ml) et de I’eau ultra pure. La PCR est
réalisée a 1’aide d’un thermocycleur (PTC-
100™ Programmable Thermal Controller
MJ Research, Inc).

Le cycle d’amplification comporte
une pré-denaturation a 95 °C pendant 4 min
suivi de 33 cycles, composés chacun d’une
dénaturation a 95 °C pendant 30 s, d’une
hybridation a 51 °C pendant 1 min et d’une
élongation a 72 °C pendant 1 min. Une

incubation finale a 72 °C pendant 8 min met
fin au programme. Les produits PCR sont
vérifiés sur gel d’agarose a 2 %. Une
migration des produits d’amplification par
électrophorese a été réalisée sur un gel de
polyacrylamide dénaturant a 5 %. Le temps
de migration est de 1 h 30 min a 2 h. Apres
migration, la révelation des
électrophorégrammes est faite au nitrate
d’argent.

Huit des marqueurs microsatellites,
révélés polymorphes chez Parkia
biglobosa et publiés par [17], ont été utilises
pour caractériser la diversité génétique des
accessions collectées. Les noms de ces
marqueurs et leurs caractéristiques sont
présentés dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Marqueurs microsatellites utilisés dans la présente étude

. . Allel i Bank i
Locus Primer sequences Repeat motif ebe sizerange GenBank - accession
(bp) no.
AAATAAGAACT ACCAAA

PbL02 cG GAACTCGGACC (GA)17 180-205 KJ475533
R: ATGCCGTGTTCTGTTTCACC
F: GAAGCCTTGGAATGAAGTTGA

PbL04 (CA)1z 161-181 KJ475535
R: GAAAACGGAAGGCATGGTTA

PbLO5 F: GAATCAGAGAAGCCCTTAGGTT (AC):r 183-259 KJA75536
R: GCCGCTTGTTTTCTTGTGA
F: TGACGTATTTGAGTGTCTTTTACACA

PbL09 (AG)1s 126-170 KJ475537
R: GCAGAAAATCACAAATGCAGA
F: TCA AATAGAACTCATCA

PbL11 CACGGC CAACTCATC (CCT)s 170-206 KJ475538
R: ACGGAGCAGGATGAAGTCAG
F: ATCTAGGCATCCATGCAAATG

PbL12 (TG)1o 108-137 KJ475539
R: CAGAAGTTGTTAGACAATTATGGTGA
F: TGTTGCTTTTGCTTTTGCTG

PbL21 (CA)21 269-305 KJ475542
R: CCCTCTGCAGAATTGAGTCC
F: TTGCGAATAGGATATGGGTTG

PbL22 (AC)22 164-218 KJ475543

GAAGACGACAGGCTGCTACA
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2.4.3- Analyse statistique des
données

Les bandes obtenues a chaque locus
ont été enregistrées sous forme de
compositions alléliques. Apres
visualisation sur le gel d’électrophorése,
I’absence ou la présence de bande est codée
respectivement 0 et 1 [22 et 23]. Les
données obtenues sont enregistrées dans
une feuille Excel et constituent une matrice
de données binaires d’analyse, par
utilisation du logiciel NTSYS version 2.11a
[24].

Des parametres de diversité intra-
populations et inter-populations ont été
déterminés en tenant compte du fait que le
marqueur soit codominant.

2.4.3.1- Paramétres de diversité
intra-populations
- Taux de polymorphisme (P)

Il indique la proportion de loci
polymorphes par rapport au nombre total de

loci étudié. Il a été calculé par la formule
qui suit :

Taux de polymorphisme =
Marqueur polymorphe

Nombre total de marqueurs

- Nombre moyen d’alléles par locus (A)

Ce nombre s’obtient, a partir du
rapport du nombre total d’alleles sur le
nombre de loci étudiés. Par ailleurs, le taux
d’alleles rares, a été estimé sachant qu’un
allele est rare lorsque sa fréquence est
inférieure a 0,05 soit 5 %.

- Contenu en Information du

Polymorphisme (PIC)

Les valeurs du PIC ont été calculées
selon la formule : PIC = 1- X fi? avec fj, la
fréquence de chaque alléle. Les valeurs du

PIC varient de 0 (locus monomorphe et non
discriminant) a 1 (locus hautement
discriminante, avec plusieurs alléles chacun
en faible et égale fréquence).

- Hétérozygotie

*  Taux
attendue (He)

d'hétérozygotie

L’ hétérozygotie attendue pour chaque
locus selon [25], a été calculé grace a la
formule :

_n
He= E (l' )y ﬁz)

avec fi représentant la fréquence de
chaque allele i au locus considéré et n le
nombre d’accessions.

La diversité génétique moyenne par
locus, a ensuite été déterminée par la
formule :

1 .
I Y He avec N, le nombre de loci.

* Hétérozygotie observée (Ho)

L’hétérozygotic  observée  (Ho),
indiquant la proportion des individus
hétérozygotes observés a un locus dans
I’ensemble de la population, a été calculée.
Ainsi, pour chaque locuson a:

Ho

Nombre d'individus hétérozygotes

Nombre total drindividus

En outre, la somme des Ho par locus
sur le nombre total de loci, correspondant a
I’hétérozygotie moyenne observée par
locus, a été estimée.

- Ecart a la panmixie (F)

L'écart entre la proportion d'individus
trouvés a I'état hétérozygote (Ho) et le taux
d'hétérozygotie attendue (He) a été mesuré
par le paramétre (F) appelé indice de
fixation.

Ona:F=1-(Ho/He).
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L’indice de fixation est une mesure de
I’écart a la structure de Hardy-Weinberg. Il
varie de -1 a +1 et permet de connaitre le
déficit en hétérozygotes par population, par
locus et pour I'ensemble des locus. F est
positif quand la population présente un
déficit en hétérozygotes par rapport a
I'équilibre panmictique et négatif dans le cas
contraire. Un certain nombre de facteurs
contribuent a cet écart : consanguinité,
homogamie, dérive, sélection,
différenciation génétique locale, etc.

2.4.3.2- Paramétres de diversité
inter-populations

- Distances génétiques

Le degré de ressemblance ou de
dissemblance génétique des populations a
été estimé par des distances génétiques
calculées ici par pairwise (comparaison des
individus deux a deux). Elles sont une
estimation des temps de seéparation des
différentes populations [26].

- Dendrogramme

Les distances ont été calculées pour
chaque couple de populations. La matrice
de distances ainsi obtenues a été représentée
sous forme de dendrogramme. Les
populations ont été agrégeées de telle sorte
que les plus proches génétiqguement soient
aussi les plus proches sur le dendrogramme.
Le dendrogramme a été construit selon la
méthode UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method using the Arithmetic average) en
suivant la procedure SAHN (Sequential
Agglomerative Hierarchical Nested
method) du logiciel NTSYS version 2.11a
[24]. En plus, pour accéder a la structure au
sein de la collection, et pour confirmer les
possibles regroupements des accessions
analysées, les procédures DCENTER et
EIGEN de ce logiciel ont été aussi utilisees
pour réaliser une Analyse en Coordonnées

Principales (PCoA) en se basant sur la
matrice de coordonnées génétiques afin de
mieux  apprécier la  différenciation
génétique entre les groupes obtenus.

3- RESULTATS

3.1- Diversité génétique au sein des
populations de Parkia  biglobosa
analysées

Les huit marqueurs microsatellites
utilisés dans cette présente étude, ont tous
amplifié et sont tous polymorphes donnant
ainsi un taux de polymorphisme estimé a
100 %. Ces marqueurs polymorphes, ont
permis de détecter cinquante-huit alléles
avec un nombre moyen de 7,25 alléles par
locus. Le nombre d’alléles varie de 5 a 14
alleles selon les loci (Tableau 2). De
I’analyse de ce tableau, il ressort que le
marqueur le plus polymorphe est le
marqueur PbL09 avec 14 alléles et les
marqueurs les moins polymorphes sont les
marqueurs, PbL02 et PbL04 avec 5 alleles
chacun. Les alléles rares (fréquence < 5 %)
représentent 24,13 % de ’ensemble, soit 14
alléles rares sur les 58. Le marqueur le plus
discriminant est le marqueur PbL09 avec un
PIC de 0,90 tandis que le marqueur le moins
discriminant est le marqueur PbL04 avec un
PIC de 0,69. La diversité génétique de Nei
(ou hétérozygotie attendue He) de
I’ensemble de la collection est de 0,83 et
varie de 0,72 (pour le locus PbL04) a
0,95 (pour le locus PbL09). Elle est
supérieure a 0,50 pour tous les huit loci
polymorphes (Tableau 2). Le taux
d’hétérozygotie observée (Ho) par locus, est
¢gal a 1 (valeur maximale de I’ensemble des
Ho) pour les marqueurs specifiques PbL09
et PbL11 mais, est de 0,48 (valeur la plus
faible de I’ensemble des Ho) pour le
marqueur PbL21. Ajoutons que sa valeur
moyenne par locus ici est de 0,81, pour
I’ensemble de la collection. Par ailleurs, par
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rapport a ’écart a la panmixie (F), F > 0
(positif) pour deux (2) des huit (8) loci. Par
déduction, les populations présentant de tels
indices, connaissent un déficit en
hétérozygotes par rapport a I'équilibre
panmictique. Notons que les valeurs 0,40 et
0,35, sont les indices de fixations positives,

correspondant respectivement aux loci
spécifiques PbL21 et PbL22 (Tableau 2). F
< 0 (négatif) dans le cas des six (6) autres
loci (Tableau 2). Donc les populations dans
ce cas ne présentent pas un déficit mais
plutbt un exces, en hétérozygotes par
rapport a I'équilibre panmictique.

Tableau 2 : Parametres de diversité intra-populations

Loci Nombre d’alléles PIC He Ho F
PbL02 0,76 0,80 0,86 -0,07
PbL04 0,69 0,72 0,76 -0,06
PbLO5 0,77 0,81 0,86 -0,06
PbL09 14 0,90 0,95 1 -0,05
PbL11 7 0,79 0,83 1 -0,20
PbL12 6 0,79 0,83 0,95 -0,15
PbL21 6 0,76 0,80 0,48 0,40
PbL22 9 0,83 0,87 0,57 0,35
Moyenne 7,25 0,79 0,83 0,81 0,02

3.2- Diversité inter-populations et
structuration génétique

Le dendrogramme (Figure 2) est
obtenu par I’analyse UPGMA, méthode de
SAHN et a permis de montrer le niveau de
diversité  génétique des  accessions
collectées. Les distances génétiques qui ont
permis de construire ce dendrogramme sont
inscrites dans le tableau 3. La distance la
plus faible est 0,31 tandis que la distance la
plus élevée est 1,00. Le dendrogramme
construit a partir des 58 alléles générés par
les huit (8) loci polymorphes, a permis de
classer les vingt-et-un accessions, en trois
groupes.

D’abord, le groupe | renferme dix-
sept (17) individus au total. Ces individus
sont codés : P7B4 de la ZP, P5B3 de la ZP,
P8A4 de la ZD, P7A4 de la ZTB, P4B11 de
laZP, P5A1delazD, P7A4 delazD, P7A9
delaZTB, P6AldelazZD,P9A3delaZTB,
P8B10 de la ZP, P10AS5 de la ZTB, P9B6 de

la ZP, P1B1 de la ZP, P3A19 de la ZTB,
P10B5 de la ZP et P10A3 de la ZD. Ainsi,
41,18 % des individus du groupe I, sont de
la ZP alors que 29,41 % de ces individus
sont de la ZTB et de la ZD, chacune.

Ensuite, le groupe 11 est constitué des
deux (2) individus qui sont : P5SA3 et P2AG6.
Tous ces deux (2) individus du groupe I,
sont de la ZTB. Donc le groupe Il renferme
100 % d’individus de la ZTB.

Enfin, le groupe Il comporte aussi
deux (2) individus : P4A9 de la ZTB et
P5A4 de la ZD. Ce groupe dispose de 50 %
d’individus de la ZTB et 50 % de la ZD.

Cette classification des vingt-et-un
accessions en trois groupes est globalement
confirmée par 1’analyse en Coordonnées
Principales (PCoA) avec ’accession P2A6
du groupe 2, mal classée (Figure 3). Les
deux axes du repére expriment 72,58 % de
la diversité génétique avec 41,80 % pour
I’axe 1 et 30,78 % pour I’axe 2.
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Figure 2 : Dendrogramme montrant les relations génétiques entre les accessions de Parkia biglobosa par analyse UPGMA, méthode SAHN utilisant le coefficient
de [27]
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Figure 3 : Diagramme d’Analyse en Coordonnées Principales (PCoA)
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Tableau 3 : Matrice de distances génétiques

7B4 | 8B10 | 10A5 | 5A3 | 9B6 | 4B11 | 5B3 | 3A19 | 9A3 | 1B1 | 2A6 | 7A9 | 10A3 | 8A4 | 5A4 | 5Al1 | 6Al | 7TA4 | 4A9 | TA4 | 10B5

7B4 | ,00

8B10 | ,88 ,00

10A5 | 91 ,69 ,00

S5A3 | 95 ,98 ,99 ,00

9B6 | ,79 ,90 91 ,80 ,00

4B11 | ,95 ,90 91 ,99 ,76 ,00

5B3 | 37 91 91 ,95 ,66 44 ,00

3A19 | 91 ,90 ,93 ,92 ,63 ,92 ,95 ,00

9A3 | 92 ,94 ,94 97 ,94 ,94 ,98 ,99 ,00

1B1 |91 ,90 91 ,99 41 ,92 91 51 92 ,00

2A6 | 91 81 ,96 ,92 ,93 91 ,96 ,93 ,98 ,88 ,00

7A9 | 91 ,90 ,93 ,95 91 91 79 ,96 ,92 ,93 ,93 ,00

10A3 | ,96 ,90 ,76 ,92 ,76 ,92 ,95 ,76 92 ,63 ,93 ,76 ,00

8A4 | 54 ,90 ,63 ,80 ,63 , 76 44 ,93 ,76 ,92 ,00 91 ,76 ,00
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5A4 | 93 ,95 73 ,95 ,93 ,00 .99 ,96 ,98 ,93 ,99 ,96 ,96 ,88 ,00

5A1 | 95 ,93 ,93 ,92 ,92 ,92 ,66 ,96 ,92 ,96 ,93 ,93 ,92 51 91 ,00

6A1 | 95 ,93 ,93 ,00 ,99 ,92 ,66 ,99 ,95 ,00 91 31 ,93 ,93 ,00 76 ,00

7TA4 | 91 ,99 91 ,95 73 ,96 ,63 91 91 91 ,90 91 ,88 ,88 ,90 59 ,93 ,00

4A9 | 90 ,92 ,95 ,99 ,92 ,92 ,95 ,95 97 ,92 ,95 ,99 ,92 ,95 77 ,92 ,92 ,92 ,00

7A4 | 63 ,99 91 ,95 ,88 59 40 91 91 91 ,90 ,88 ,88 73 ,95 ,93 73 ,90 .99 ,00

10B5 | ,98 ,69 ,92 97 76 ,94 ,98 61 ,93 ,61 91 ,99 ,94 ,92 ,94 ,95 ,99 91 83 91 ,00
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4. DISCUSSION

Parkia biglobosa est une espece de
grande importance socio-économique dont
les graines sont d’une  grande
consommation et font 1’objet d’un
commerce régional par les communautés
locales dans son aire de distribution en
Afrique de [D’Ouest. Cependant des
pressions multiformes menacent la survie
des parcs de 1’espéce dans de nombreuses
zones a travers 1’Afrique de 1I’Ouest en
général et dans les zones agro-écologiques
du Bénin en particulier. Des lors, des
mesures visant a préserver 1’espéce pour
une utilisation durable s’aveérent une
nécessité. La présente étude sur la variation
génétique des populations de Parkia
biglobosa de trois zones agro-écologiques
du Sud Bénin, a mis en évidence une forte
diversité génétique de I’espece. Par ailleurs,
la  différenciation  genétique  entre
populations s’est révélée faible et conforme
a la biologie de la reproduction et a la
distribution géographique de I’espéce. 1l est
anoter que I’étendue de I’aire de répartition,
le systtme de reproduction, le mode de
dispersion des semences et la densité des
populations peuvent constituer des facteurs
déterminants du niveau de diversité
génétique de Parkia biglobosa [11].

En effet, toutes les collections des
trois zones agro-écologiques en étude que
sont : zone agro-écologique des terres de
barre, zone agro-écologique de la
dépression et zone agro-écologique des
pécheries, sont riches en individus
hétérozygotes, avec un taux moyen
d’hétérozygotie observé estimé a 0,81. Cela
peut s’expliquer en partie par le systeme de
reproduction du Parkia biglobosa qui est
préférentiellement allogame avec toutefois

la possibilité d’autogamie, quoique limitée
par un systéeme d’auto incompatibilité.
Ainsi le systéeme de reproduction pourrait
expliquer & juste titre, le niveau de diversité
génétique élevé chez Parkia biglobosa car
par exemple, [28] établissent que les
especes allogames, pollinisées par les
animaux présentent un niveau de diversité
génétique plus élevé que les autres
catégories d’espéces. Les valeurs de
I’hétérozygotie attendue (He = 0,83), du
taux de polymorphisme (100 %) et de la
richesse allélique moyenne (A = 7,25 alleles
par locus) traduisent une diversité génétique
notable des morphotypes de Parkia
biglobosa des zones d’étude. Le marqueur
le plus discriminant est le marqueur PbL09
avec un PIC de 0,90 tandis que le marqueur
le moins discriminant est le marqueur
PbLO4 avec un PIC de 0,69. La valeur
moyenne du PIC est estimée a 0,79. Trois
groupes ont été identifiés avec une distance
génétique comprise entre 0,31 et 1,00 et un
taux d’alleles rares estimé a 24,13 % de
I’ensemble. Remarquons que le taux de
polymorphisme (P), le taux moyen
d’hétérozygotie attendue (He), obtenus
dans cette  présente  étude, sont
respectivement plus grands que ceux
estimees pour les especes tropicales qui sont
géneralement de P = 60,9 % et He = 0,21
[29]. Mieux, en dehors du taux de
polymorphisme maintenu a 100 %, le
nombre moyen d’alléles (A) et le taux
moyen d’hétérozygotie attendu (He), sont
également plus grands dans notre étude que
ceux obtenus par [11] en 2006 dans ses
travaux de recherches sur la diversité de
I’espéce au moyen de [’électrophorese
enzymatique, ou il a plutdt trouvé A = 4,13
et He = 0,34. En comparaison avec les
études antérieures, faites par [17] sur la
diversité génétique au moyen de dix (10)
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marqueurs RAPD, montrant au total 53
alleles, un PIC moyenne de 8,1 et un
pourcentage de ressemblance génétique
intra-populations estimé & 99,51, on conclut
qu’il existe ici, une large diversité génétique
des populations de Parkia biglobosa.
Signalons que cette large variance
génétique intra et inter populations
observée dans la présente étude, provient de
I’utilisation des marqueurs microsatellites
SSRs, qui sont des marqueurs moléculaires
co-dominants, hautement polymorphes, a
locus spécifique par rapport aux systémes
d’¢lectrophorése enzymatique et aux
RAPD.

Par ailleurs, la comparaison avec des
especes de zones tempérées dont la
moyenne du taux d’hétérozygotie est de
0,15 [29] indique un niveau d’hétérozygotie
attendue chez Parkia biglobosa plus éleve
quand bien méme quelques espéces
exhibent une diversité génétique plus
importante. Ce sont notamment Faidherbia
albida avec He = 0,45 [30] et Picea
sitchensis (Bong) avec He = 0,580 [31]. Le
niveau et la répartition de la diversité
génétique d’une espece sont déterminés par
une série de caractéristiques génétiques,
écologiques et par I’histoire évolutive de
cette espece [28; 29 ; 32]. L’importance
relative des facteurs ecologiques et
historiques dépend de 1’échelle spatiale et
temporelle des études menées [33].
L’¢étendue de I’aire de répartition, le
systeme de reproduction et la densité des
populations peuvent constituer des facteurs
déterminants du niveau de diversité
génétique élevée de Parkia biglobosa dans
les zones agro-écologiques en étude. En
effet, I’étendue de ’aire de répartition est en
effet considérée comme le principal
prédicteur de la diversité génétique intra-
populations, les grandes étendues continues

facilitant le maintien d’un niveau de
diversité génétique élevée chez les plantes.
En effet, elles sont moins soumises aux
effets de la dérive génétique (fixation de
génes), exhibant de ce fait une plus grande
variation génétique [34]. En outre,
I’implication active de chauve-souris et
d’insectes, principalement les abeilles dans
la pollinisation de Parkia biglobosa,
favorise un échange de genes entre
individus d’une population et contribue
ainsi a maintenir élevé le niveau de diversité
génétique. Dans les populations naturelles
d’especes végétales, la plus forte diversité
est attendue au centre de I’origine et cette
diversité tend a décroitre au fur et a mesure
qu’on s’¢loigne du centre d’origine.

5- CONCLUSION

La présente étude sur la variation
génétique des populations de Parkia
biglobosa des trois zones agro-écologiques
du sud Bénin, en étude, a permis, au moyen
de huit (8) marqueurs microsatellites SSRs,
de réveler une diversité intra et inter
populations. La collection étudiée est
globalement structurée en trois groupes
génétiques. Ces résultats obtenus,
permettront I’amélioration ou la
conservation des ressources génetiques de
I’espéce.

Au vu des multiples biens et services
rendus dans différents domaines, aux
populations africaines en général, et celles
béninoises en particulier, par I’espece, nous
suggérons surtout :

- d’étendre ce travail dans toutes les
autres zones agro-écologiques du Bénin
afin d’évaluer la diversité génétique de cette
espece de grande importance sur le plan
national ;
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- de mettre en place un programme de
conservation in situ et de conservation ex
situ de Parkia biglobosa pour empécher sa
disparition ;

- d’approfondir ce travail en prenant
en compte les éventuelles influences
engendrées par les types de sols en présence
dans les zones agro-écologiques cibles ;

- d’approfondir également ce travail
en prenant en compte les éventuelles
influences climatiques caractéristiques des
diverses zones agro-écologiques en étude ;

- de sensibiliser les populations en
général et celles rurales en particulier, sur
les pratiques adéquates a adopter désormais
vis-a-vis de I’espece dans son milieu de vie.
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