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RESUME

Contexte En Afrique centrale, I'exploitation forestiére durable peut étre un moyen efficace de va-
loriser et de protéger de vastes étendues forestiéres. D a sa forte sélectivité, 'impact sur le couvert
forestier et sur la biodiversité est réduit. Toutefois, les populations de la plupart des essences com-
merciales se réduisent au gré des rotations successives. Ainsi, la diversification des essences exploitées
permettrait de soulager les pressions exercées sur les espéces les plus prélevées Par la qualité techno-
logique de son bois et la structure de ses populations, les Eyoum (Dialium spp.) pourraient permettre
cette diversification pour autant que la confusion qui régne autour de sa taxonomie soit levée.

Objectifs La présente étude a pour objectif de contribuer & I’amélioration des connaissances taxo-
nomique du genre Dialium. Elle se focalise plus particuliérement sur les espéces dont le bois est exploi-
table, soit les espéces dotées de 3 a 5 folioles. Elle ambitionne de répondre aux questions suivantes : (i)
Existent-ils des caractéristiques morphologiques permettant de distinguer différentes populations ou
morpho-espéces 7 (ii) Les éventuelles différences sont-elles validées par des différences de composition
chimique dans les organes végétatifs? (iii) Quelle est la proximité phylogénétique de ces morpho-
espéces ? (iv) Finalement, combien d’espéces existent-ils et quelles seraient les nouvelles espéces ou
celles devant étre mises en synonymie ?

Localisations Trois sites d’étude ont été sélectionnés : la Réserve Biosphérique de Luki (RDC), la
forét de Mpelu (RDC) et Precious Woods Gabon - Compagnie Equatoriale des Bois S.A. (Gabon). Par
ailleurs, des planches d’herbiers disponibles au Jardin Botanique de Meise (Bruxelles) ont également
été étudiées.

Méthodes Premiérement, 306 individus ont été caractérisés morphologiquement (feuilles, troncs
et fruits). Les données morphologiques ont été analysées a I’aide d’arbres d’inférences conditionnels
(CIT) et d’une comparaison de moyennes (One-Way Anova). Ensuite, les feuilles et les écorces ont été
analysées a l'infrarouge (ATR-FTIR) afin d’en étudier les différences de composition chimique. Les
données brutes ont permis la construction d’un modele prédictif (PLS-LDA). Enfin, un séquencage
nouvelle génération (NGS) du génome et du plastome ont été réalisés. Les arbres phylogénétiques ont
été élaborés via une inférence Bayésienne.

Résultats Les CIT et la comparaison des moyennes (One-Way Anova) ont permis d’ameéliorer et
d’augmenter les critéres permettant ’identification de certains morphotypes initialement difficiles &
différencier. Les modéles chimio-métriques se sont avérés particuliérement discriminants avec un taux
de bonne prédiction de 96% pour les feuilles et de 98% pour les écorces. Les résultats phylogénétiques
soulignent I’existence de trois clades correctement soutenus dans les deux phylogénies, formant ainsi des
groupes de morphotypes génétiquement distincts. La majorité des Dialium 3 & 5 folioles se regroupent
en un clade, appuyant donc les difficultés rencontrées lors de I'identification des espéces.

Conclusion L’étude des caractéristiques morphométriques foliaires s’est montrée particuliérement
intéressante, offrant de nouveaux critéres d’identification. Elle a notamment mis en exergue l’existence
d’une probable nouvelle morpho-espéce. Les analyses infrarouges ont mené a I’élaboration d’un modéle
prédictif hautement discriminant, permettant ’identification rapide des morphotypes. Les liens géné-
tiques entre les différents morphotypes ont pu étre éclaircis grace aux phylogénies réalisées. Cependant,
elles n’ont pas permis de confirmer complétement la taxonomie actuelle du genre. Certains aspects de
la délimitation des espéces restent confus et des études supplémentaires devront étre menées.

Mots-clés Forét tropicale, Afrique centrale, exploitation forestiére sélective, Dialium, botanique, taxo-
nomie intégrative, phylogénétique, génétique, FTIR, infrarouge, déforestation



ABSTRACT

Context In Central Africa, sustainable logging can be an effective way to enhance and protect large
areas of forest. Due to its high selectivity, the impact on forest cover and biodiversity is reduced.
However, the populations of most commercial species are reduced with successive rotations. Thus,
diversification of the species exploited would help relieve the pressure on the most heavily harvested
species. The technological quality of its wood and the structure of its populations, the Eyoum (Dialium
spp.) could allow this diversification if the confusion surrounding its taxonomy is eliminated.

Objectives The overall objective of this study is to contribute to the improvement of taxonomic
knowledge of the genus Dialium. It focuses more particularly on species with exploitable wood, i.e.
species with 3 to 5 leaflets. It aims to answer the following questions : (i) Are there morphological
characteristics that distinguish different populations or morphospecies ? (ii) Are the possible differences
validated by differences in chemical composition in the vegetative organs ? (iii) What is the phylogenetic
proximity of these morpho-species? (iv) Finally, how many species exist and what would be the new
species or those to be placed in synonymy ? Locations Three study sites were selected : Luki Biosphere
Reserve (DRC), Mpelu Forest (DRC) and Precious Woods Gabon - Compagnie Equatoriale des Bois
S.A. (Gabon). In addition, herbarium plates available at the Botanical Garden of Meise (Brussels)
were also studied.

Methods First, 306 individuals were characterized morphologically (leaves, stems and fruits). Mor-
phological data were analyzed using conditional inference trees (CIT) and comparing means (One-Way
Anova). Secondly, leaves and bark were analyzed by infrared (ATR-FTIR) to investigate differences
in chemical composition. The raw data allowed the construction of a predictive model (PLS-LDA).
Finally, a new generation sequencing (NGS) of the genome and the plastome were performed. Phylo-
genetic trees were developed by a Bayesian inference.

Results The CIT and the comparison of means (One-Way Anova) allowed to improve and increase
the criteria for the identification of certain morphotypes, initially difficult to differentiate. Chemometric
analyses proved to be particularly discriminating with a good prediction rate of 96% for leaves and
98% for bark. Phylogenetic results highlight the existence of three correctly supported clades in both
phylogenies, forming genetically distinct morphotype groups. The majority of Dialium 3 to 5 leaflets
cluster in one clade, thus supporting the difficulties encountered in species identification.

Conclusion The study of leaf morphometric characteristics was particularly interesting, offering new
identification criteria. In particular, they highlighted the existence of a probable new morpho-specie.
Infrared analyses led to the development of a highly discriminating predictive model allowing the rapid
identification of morphotypes. The genetic links between the different morphotypes could be clarified
thanks to the phylogenies performed. However, they did not allow to confirm completely the taxonomy
of the genus. Some aspects of the species delimitation in the genus remain unclear and further studies
will be required.

Keywords Tropical forests, Central Africa, selective logging, Dialium, botany, integrative taxonomy;,
phylogenetics, genetics, FTIR, infrared, deforestation
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1 INTRODUCTION

1 Introduction

1.1 La végétation d’Afrique centrale

Avec une superficie forestiére d’environ 180 millions d’hectares (Achard et al., 2001 ; Louppe et
al., 2015), I’ Afrique centrale héberge le second plus grand massif de forét dense humide aprés celui de
I’ Amazonie (de Wasseige et al., 2014 ; Tchatchou et al., 2015). Il s’étend sur 6 pays d’Afrique central :
la République Démocratique du Congo (RDC), la République du Congo, le Gabon, le Cameroun, la
Guinée équatoriale et la République centrafricaine (Atyi et al., 2009). A elle seule, la RDC abrite
deux tiers de la superficie forestiére de cette région (Tchatchou et al., 2015). Ces foréts sont parmi
les écosystémes les plus riches en biodiversité et les plus complexes sur terre (Wilson, 1993). En effet,
les foréts tropicales abriteraient au minimum deux tiers de la biodiversité mondiale (Gardner et al.,
2009). Elles regroupent a elles seules entre 40 000 et 53 000 espéces d’arbre dont 4 500 a 6 000 en
Afrique (Slik et al., 2015). En région guinéo-congolaise le taux d’endémisme des espéces arborée est
de 80% (White, 1983) et les foréts stockent en moyenne 202 tonnes de carbone a I’hectare (Lewis et

al., 2009). Elles jouent un role primordial dans la régulation du climats (de Wasseige et al., 2012).

Ces foréts rendent de nombreux services écosystémiques (SE) localement et mondialement,
contribuant au bien-étre humain (Burkhard et al., 2012 ; Megevand et al., 2013). Ainsi, entre 60 et 75
millions de personnes dépendent directement des foréts d’Afrique centrale (Megevand et al., 2013 ; de
Wasseige et al., 2014 ; Marquant et al., 2015). Malgré l'incontestable importance des services rendus
par les foréts tropicales, une diminution de sa superficie et de ses services écosystémiques est constatée

(de Wasseige et al., 2014 ; Vancutsem et al., 2021).

Bien que trés importantes pour le fonctionnement planétaire, les foréts denses humides d’Afrique
restent encore peu connues (Achard et al., 2002). Il est pourtant essentiel d’améliorer la compréhension
de ces écosystémes complexes afin d’assurer leur protection et la durabilité de leur gestion (Réjou-

Méchain et al., 2021).

1.2 Impact de ’'Homme sur la flore d’Afrique centrale

Les foréts denses humides d’Afrique centrale ont été et sont encore marquées par les activités
anthropiques (van Gemerden, 2003 ; Malhi et al., 2013). Elles ne cessent de voir leur couvert végétal

perdre en superficie (Whitmore, 1990 ; Orhue et al., 2007 ; Vancutsem et al., 2021).

Il existe deux modifications majeures des écosystémes forestiers : la déforestation et la dégra-
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1 INTRODUCTION

dation (Tchatchou et al., 2015). La dégradation forestiére est définie comme étant la diminution des
biens et des services offerts par une forét causée par les actions humaines ou par des modifications
environnementales (Thompson et al., 2013). La FAO (2015) définit la déforestation comme étant la «
conversion de la forét a d’autres utilisations des terres ou réduction permanente du couvert forestier

au-dessous du seuil minimal de 10 pour cent ».

La déforestation et la dégradation des écosystémes forestiers tropicaux sont les conséquences
d’une multitude de menaces combinées. Les principales menaces sont : 'augmentation des surfaces
agricoles au détriment des espaces forestiers, la surexploitation des ressources forestiéres (bois d’ceuvre,
protéines animales, etc.), l'introduction d’espéces invasives et de pathogénes (Gardner et al., 2009 ;

Thompson et al., 2013 ; Malhi et al., 2014).

La pression démographique peut expliquer en partie la déforestation, car les populations ré-
duisent la durée jachére de leurs champs, ce qui provoque la transition paysagére sur le long-terme
(Kiss, 1990; Wachter, 1997 ; Bahuchet et al., 2012). Par ailleurs, le développement des infrastruc-
tures (routes, chemins de fers, etc.), 'exode rurale et le développement de l'agriculture commerciale
ont également une influence négative sur le couvert forestier du continent (Tchatchou et al., 2015).
Les principaux moteurs de la dégradation dans le bassin du Congo sont I’augmentation des activités
d’agriculture sur brulis et la fabrication de charbon de bois & destination des centres urbains ou de
Pexploitation artisanale du bois d’ceuvre (Defourny et al., 2011 ; Ernst et al., 2013 ; Megevand et al.,

2013 ; Thompson et al., 2013 ; Kissinger et al., 2017).

Le taux de déforestation net était de 0,09% entre 1990 et 2000 dans le bassin du Congo et a
augmenté jusqu’a 0,17% entre 2000 et 2005 (Ernst et al., 2013). Malgré cette augmentation, le bassin
congolais ne représente que 5,4% des pertes superficielles des foréts humides tropicales entre les années

2000 et 2005 (Hansen et al., 2008).

Au total, 9,5% des foréts tropicales humides intactes d’Afrique centrale ont disparu depuis 1990
(Vancutsem et al., 2021). Il est donc primordial de surveiller I’évolution des foréts tropicales et de

veiller & la gestion raisonnée de celle-ci.

1.3 La gestion forestiére certifiée

Depuis la conférence de Rio de Janeiro en 1992, la notion de « gestion forestiére durable »
(GFD) a vu le jour sur le plan international et tout particuliérement en Afrique centrale, provoquant
I’évolution des codes forestiers nationaux. Depuis les trois derniéres décennies, une augmentation de

la promotion des foréts gérées durablement a pu étre constatée, entrainant ainsi I’augmentation de la
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superficie de foréts aménagées et certifiées (Maréchal et al., 2012 ; Nasi et al., 2012).

La GFD implique une gestion des ressources forestiéres sur le long-terme et pourrait avoir un
impact positif sur le stockage du carbone permettant de réduire I’empreinte écologique de I’homme sur
les foréts (FAO, 2019). Les principaux acteurs de la GFD sont les exploitants forestiers ceuvrant dans
ces concessions qui leur sont octroyées pour une période de 20 & 35 ans selon la législation des pays.
Les concessions forestiéres d’Afrique recouvrent une superficie approximative de 50 millions d’hectares
sur les 180 millions d’hectares de forét dense humide du bassin du Congo, soit 28% (Louppe et al.,
2015; Marquant et al., 2015). Environ 29,3 millions d’hectares concédés aux exploitants sont dotés

d’un plan d’aménagement.

Avant toute activité d’exploitation, les concessions doivent réaliser un plan d’aménagement pour
la rotation & venir. Dans un premier temps, il est demandé & la société de réaliser un inventaire
d’aménagement suivant un plan d’échantillonnage systématique (taux d’échantillonnage 0,5 a 1,5%).
Les ressources forestiéres ainsi que leur distribution spatiale sont étudiées. Le méme travail doit étre
réalisé concernant la faune et les PEFNL (produits forestiers non-ligneux). Il est également demandé
d’étudier les caractéristiques socio-économiques de la région afin d’intégrer les besoins des populations
locales dans le plan d’aménagement. Ces informations serviront notamment & déterminer : le diamétre
minimum d’exploitation (DME), le taux de reconstitution des ressources et le zonage de la concession
(Fargeot et al., 2004; Nasi et al., 2012). Cependant, certains gestionnaires décident de se diriger
encore davantage vers une gestion responsable de leurs concessions en obtenant un certificat de gestion

durable.

Il existe plusieurs systémes de certification permettant de garantir aux consommateurs la du-
rabilité de Pexploitation (Mannan et al., 2008). D’une part, un systéme de tragabilité et de légalité
(CLTV, OLB, etc.) permet le controle du respect de la législation nationale et de l'origine des mar-
chandises mises sur le marché international. D’autre part, des labels de gestion durable assurent la

gestion raisonnée des foréts de production (FSC, PEFC) (Maréchal et al., 2012).

Parmi les 50 millions d’hectares gérés par les concessions forestiéres, environ 5 millions sont
labelisés GDF (FSC, 2019). La certification FSC est la plus répandue en Afrique centrale. Son fonc-
tionnement s’articule autour de 10 principes subdivisés en 70 critéres assurant la pérennité de l'ex-
ploitation. Une exploitation de bois d’ceuvre certifiée peut étre un moyen efficace de valoriser et de
protéger de vastes étendues forestiéres (Fargeot et al., 2004 ; Garcia-Fernandez et al., 2008 ; Guariguata
et al., 2010 ; Dieterle et al., 2020). En effet, le systéme d’exploitation sélectif des concessions forestiéres

gérées durablement, dont le taux de prélévement est relativement faible (10-15 m®/ha) n’engendre
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pas de modification floristique irréversible des peuplements (Fargeot et al., 2004) et aprés 20 ans les
anciennes routes ne sont plus visibles (Kleinschroth et al., 2015). Par ailleurs, en comparaison aux mé-
thodes anciennes, les méthodes d’Exploitation & Faible Impact (EFI) permettent de diminuer jusqu’a
30% les dégats causés aux arbres (Pinard et al., 1996) ainsi que de réduire jusqu’a 50% 'impact sur la
canopée (Johns et al., 1996 ; Pereira et al., 2002) (résultats nuancés dans le travail de Van Der Hout

(2000)).

En outre, plusieurs études ont démontré I'efficacité des concessions forestiéres dans la protection

de la faune (Arnhem et al., 2007 ; Clark et al., 2009).

En définitive, la gestion durable des foréts tropicales semble étre un outil intéressant de valorisa-
tion des espaces forestiers tropicaux. Un espace forestier non-valorisé est sujet & une exploitation illégale
et excessive des ressources naturelles. De cette facon, le maintien et la conservation de la biodiversité
des foréts africaines n’est pas incompatible avec une exploitation de bois d’ceuvre économiquement

viable.

1.4 La diversification pour une meilleure gestion

Dans le bassin du Congo, 29,3 millions d’hectares sont gérés par des concessions dotées d’'un
plan d’aménagement et participent donc & une exploitation soutenue et & un maintien des fonctions
sociales et environnementales des foréts. Cependant, la reconstitution des stocks durant la rotation
n’est pas systématiquement assurée (Fargeot et al., 2004 ; Biwolé et al., 2019). En effet, les législations
nationales tolérent un taux de reconstitution des populations des espéces exploitées inférieur & 100%
(Bayol et al., 2004). 11 en découle deux conséquences majeures : les essences commerciales se raréfient

et la viabilité économique des sociétés forestiéres est menacée.

En Afrique centrale, ’exploitation sélective du bois se concentre principalement sur quatre es-
péces d’arbre qui représentent 75% du volume total exploité (Tosso et al., 2020). Les concessions
forestiéres d’Afrique font face & deux problémes : (i) & 'incapacité de reconstituer les stocks initiaux
de ces espéces et (ii) aux problémes de régénération des espéces pionniéres (Doucet et al., 2016). L’une
des solutions permettant la diminution des pressions d’exploitation réside dans la diversification des
essences exploitées. L’ajout de nouvelles espéces exploitables permettrait un soulagement des pres-
sions sur les espéces déja fortement exploitées tel que I’Azobé (Lophira alata), dont les populations ne

cessent de décliner (Biwolé et al., 2019). De plus, la pérennité des sociétés forestiéres serait assurée.

L’augmentation du nombre d’espéces exploitées doit nécessairement passer par une phase d’étude

approfondie sur les potentielles nouvelles espéces exploitables. Afin de permettre aux gestionnaires
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d’assurer la gestion sur le long terme des populations arborées, il est nécessaire de connaitre leurs
dynamiques et leurs écologies, qui restent encore globalement peu connues (Doucet, 2003 ; Biwolé et
al., 2012). Au vu de 'importante complexité des écosystémes forestiers tropicaux, il est essentiel de
veiller & la bonne identifications des taxon exploités. En effet, de nombreuses essences commerciales
s’avérent étre des complexes d’espéces dont certaines sont nouvelles pour la science (Dalnou et al.,

2016 ; Donkpegan et al., 2017 ; Bouka, 2019 ; Tosso et al., 2020)

1.5 L’espéce : une notion débattue

Depuis de nombreuses années, la notion d’espéce et sa définition ont généré de nombreuses
discussions au sein du monde scientifique (Hey, 2006; Tosso, 2018). La notion d’espéce peut étre

définie de trois fagons différentes :

Espéce morphologique : Historiquement, la taxonomie était uniquement construite sur base
des caractéristiques morphologiques des espéces. Ainsi, les individus semblables étaient réunis sous
une appellation commune. Selon Darwin (1859) : « le terme d’espéce est donné arbitrairement pour
des raisons pratiques & un groupe d’individus se ressemblant ». Cette définition génére une série de

confusions.

Les espéces jumelles ou espéces sceurs ("sibling species") sont définies par Mayr (1942) comme
des espéces difficilement distinguables sur base des observations morphologiques. De nombreux auteurs
considérent la notion d’espéce cryptique comme un synonyme de "sibling species" (Saez et al., 2005 ;
Bickford et al., 2007). De méme, un dimorphisme sexuel pourrait mener a des confusions taxonomiques
(Adams et al., 1997). Ceci montre de facon condensée la relative fiabilité d'une classification uniquement

basée sur des traits morphologiques.

Espéce biologique : Basée sur le principe d’isolement reproductif, la notion d’espéce biolo-
gique a été développée par Mayr (1942) et Dobzhansky (1950). Les espéces sont alors définies comme
« des groupes de populations naturelles capables d’entrecroisement et qui sont reproductivement iso-
lés d’autres groupes semblables » . Une espéce est donc reproductivement isolée et n’est pas capable
d’engendrer une génération viable et fertile avec une autre espéce. Cependant, la non-fertilité d’un

hybride n’est pas un critére entiérement fiable pour définir Iespéce (Jauzein, 1998).

Espéce phylogénétique : Selon Hennig (1965), la classification des espéces doit passer par

I'identification des groupes monophylétiques, c’est-a-dire des groupes d’espéces ayant un ancétre com-
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mun et reprenant tous ses descendants. C’est I’étude de la séquence des nucléotides qui permet la
délimitation des espéces. La taxonomie actuelle des familles de plantes a fleurs est basée sur I’Angio-
sperm Phylogeny Group (APG), qui classe les groupes monophylétiques des plantes a fleurs depuis
1998 (Tosso et al., 2018).

Le nombre d’espéces cryptiques en Afrique tropicale serait particuliérement élevé et peu connu.
Les récents travaux (Milicia (Dainou et al., 2016), Afzelia (Donkpegan et al., 2017), Santiria (Ika-
banga et al., 2017)), réalisés grace a l'utilisation des techniques de séquengage génétique, remettent
en question les estimations actuelles de richesse spécifique. Il est pourtant essentiel d’estimer correc-
tement celle-ci s’il existe une volonté d’établir des programmes de conservation ou de gestion durable
des populations d’espéces tropicales exploitées (Bickford et al., 2007). Il est également nécessaire de
pouvoir identifier les espéces sur base de critéres morphologiques observables sur le terrain. Sans cela,
des normes de gestion potentiellement inadaptées risqueraient d’étre appliquées de facon uniforme a

plusieurs espéces cryptiques dont les populations pourraient avoir des dynamiques différentes.

A Theure actuelle, la tendance est a la « taxonomie intégrative ». Celle-ci utilise diverses sources
de données dont les informations génétiques afin de délimiter et d’identifier les taxa a des niveaux
différents (espéce, genre, etc.) (Wiens et al., 2002; Will et al., 2005). Dans le cas d’identifications
morphologiques délicates, des analyses supplémentaires (génétiques, chimio-métriques, etc.) peuvent

étre réalisées et un travail de relecture des caractéristiques phénotypiques peut étre fait par la suite.

1.6 Le genre Dialium

1.6.1 Pourquoi s’intéresser aux Dialium dans la stratégie de diversification ?

Premiérement, les propriétés mécaniques et chimiques du bois de Dialium semblent particulie-

rement intéressantes pour I'industrie (cf. chapitre 1.6.4.).

Par ailleurs, la structure des populations étudiées griace aux inventaires d’aménagements faits
au Gabon et au Cameroun (~1,6 millions d’ha) par Bengono et al. (2021) indique une bonne régéné-
ration sur le long terme. La majorité des espéces de Dialium sont considérées comme étant tolérante a
I'ombrage (Kikuni, 2013) caractérisée par une structure diamétrique des populations en exponentielle
décroissante (i.e. grande proportion d’individus de diamétre faible). Toutefois, les données de dyna-
mique de population de ce genre sont quasi inexistantes. Picard et al. (2011) proposent d’utiliser 0,25

1

cm.an” - comme valeur d’accroissement annuel moyen pour modéliser la dynamique des populations

de toutes les espéces de Dialium.
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Du fait de la qualité technologique de son bois et de la structure des populations, les Dialium
d’Afrique pourraient partiellement soulager les pressions exercées sur les foréts productives. En effet,
le genre Dialium pourrait remplacer certaines espéces aux propriétés mécaniques proches et dont les

populations souffrent de I’exploitation (e.g. Lophira alata) (Biwolé et al., 2019 ; Bengono et al., 2021).

Cependant, les connaissances taxonomiques du genre restant imparfaites, il est nécessaire d’étu-
dier sa phylogénie et d’améliorer les connaissances morphologiques permettant I'identification correcte

des espéces sur le terrain dans le but d’envisager une exploitation durable.

1.6.2 Histoire et phylogénie du genre

Avec environ 19 500 espéces regroupées en 770 genres et trois sous-familles (Lewis et al., 2005 ;
LPWG, 2013), les Leguminosae forment la troisiéme plus grande famille des Angiospermes en termes
de nombre d’espéces et la deuxiéme plus importante sur le plan économique derriére les Poaceae. Elle
constitue ainsi I'une des familles les plus étudiées et les plus complexes du régne végétal. Anciennement
classée dans les Cuaesalpinioideae, le genre Dialium est désormais compris dans la sous-famille des

Dialioideae (LPWG, 2017).

L’histoire du genre Dialium commence en 1767, avec 'identification par Linné de sa premiére
espéce, Dialium indum. Dans les années qui suivirent, deux autres espéces furent décrites par Aublet
(1775) et Willdenow (1796). Il fallut ensuite attendre le 19¢ siécle pour que 32 nouvelles espéces
s’ajoutent a la liste, sans que les débats autour de la taxonomie du genre ne tarissent pour autant. En
effet, de nombreuses classifications différentes firent leur apparition durant le 19éme siécle. En 1964,
Hutchinson revu la taxonomie pour reconnaitre 70 espéces de Dialium classées selon le réceptacle. La
taxonomie du genre fut une nouvelle fois revue dans le travail de Rojo (1982), dans lequel il identifia
27 espéces grace a 1’étude combinée des caractéres morphologiques, cytologiques, palynologiques et

phytochimiques. Bien que cette étude soit trés robuste, certaines incertitudes persistent.

Enfin, une révision de la taxonomie a été réalisée grace au séquengage du géne matK permettant
de distinguer les Dialioideae des Caesalpinioideae. Celui-ci regroupant 17 genres et 85 espéces, 44
espéces de Dialium dont 22 inféodées a la région guinéo-congolaise (LPWG, 2017). Malgré ces travaux,
la classification du genre reste encore trés discutée par les taxonomistes et de nombreuses incertitudes
demeurent. Par exemple, I’ African Plant Database (version 3.4.0.) reconnait le D. hezasepalum Harms
comme étant bien une espéce a 'inverse de Rojo (1982), qui émet des doutes. D’autres espéces sont
classées en synonymie par I’African Plant Database (D.polyanthum et D.pachyphyllum) (Bengono et

al., 2021). Les espéces possédant de 3 a 5 folioles sont particuliérement concernées par ces incertitudes.
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L’Annexe 1 propose une clé des espéces de la région guinéo-congolaise.
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FI1GURE 1 — Représentation de la distribution géographique des Dialium par sous-centre d’endémisme
dans la région guinéo-congolaise. Les points d’occurrence proviennent des bases de données du conser-
vatoire et jardin botanique de la ville de Genéve (CJBG, 2020), du Catalogue of Life Partnership via
Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2020) et de la base de données RAINBIO-Geographical
distribution of Dialium by sub (ArcGis version 10.4.1). (Bengono et al., 2021)

1.6.3 Caractéristiques phénotypiques et écologiques des espéces africaines

Port : De la famille des Fabaceae et de la sous-famille des Dialioideae, les espéces du genre
Dialium sont généralement des arbres de petite & moyenne taille. Bien souvent avec une couronne ronde
et un fat droit (parfois tordu), de base cylindrique ou avec des contreforts ou empattements. L’écorce
extérieure est généralement de couleur gris pale ou parfois jaune-brun. D’une épaisseur atteignant 1
cm, 'intérieur de ’écorce est rosatre & brunatre et un exsudat rouge-brun peut étre observé (Steyaert,

1951 ; Rojo, 1982).

Morphologie foliaire : Les feuilles du Dialium sont composées et imparipennées avec un

rachis allant de 5 & 8 cm (rarement jusqu’a 16 cm). Les feuilles de Dialium sont généralement composées
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de 2 & 5 paires de folioles alternes (parfois opposées), plus rarement 9 ou 21 et trés rarement unifoliolées.
Les pétiolules ont des dimensions allant de 2 & 4 mm et sont épaissis a la base (idem pour les pétioles)

(Steyaert, 1951 ; Rojo, 1982).

Le limbe est souvent coriace et de forme elliptique ou ovale-lancéolé. Les folioles du sommet sont
généralement de forme différente. Une asymeétrie peut parfois étre observée a la base des folioles (Rojo,

1982).

Stipule : Les stipules ne dépassent généralement pas le centimétre. Bien souvent absentes dans

les herbiers, elles ne constituent pas un caractére morphologique primordial (Rojo, 1982).

Inflorescence : Le genre Dialium est caractérisé par une inflorescence en panicule axillaire
et/ou terminale. Les fleurs sont hermaphrodites et pédicellées. Les boutons floraux ont généralement
une longueur comprise entre 3,5 et 5,5 mm et une largeur entre 2 et 3 mm. Le plus souvent de forme
trulloide pour les espéces d’Afrique, les boutons floraux sont velus. Le nombre de sépales varie entre 3
et 5. La majorité des fleurs du genre sont apétales. Selon Rojo (1982), 63% sont sans pétale, 22% ont
un pétale, 11% 3 pétales et 4% 5 pétales. Les étamines sont généralement au nombre de 2, pouvant
aller jusqu’a 10. L’apex de I'anthére des Dialium est une caractéristique trés utile & l’identification.
Le filament peut prendre deux formes différentes : droit ou légérement recourbé a géniculé. Les pistils
sont globalement identiques dans la plupart des espéces de Dialium, sessiles ou légérement stipités.
L’ovaire est couvert de poils droits et bruns, uniloculaire avec deux ovules. La grande majorité des

espéces africaines posséde un disque plus ou moins charnu.

Bractéoles : Les bractéoles sont relativement similaires chez toutes les espéces de Dialium.

Elles mesurent entre 4 et 5 mm de longueur et 2-3 mm de largeur (Rojo, 1982).

Fruits : Le fruit est considéré comme étant la signature du genre (Rojo, 1982). En effet, toutes
les espéces de Dialium possédent un fruit semblable et facilement reconnaissable. Celui-ci est une gousse
indéhiscente a pulpe séche, globulaire ou discoide (parfois pyriforme). Il posséde un exocarpe dur et
un péricarpe charnu non-fusionné a la graine (Falcao Junior et al., 2016). L’exocarpe est pratique-
ment systématiquement velouté, parfois & poils caduques. Fortement appréciée par les primates, un

mutualisme entre bonobo et Dialium a pu étre étudié par Beaune et al. (2013).
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Graine : Le fruit contient généralement une graine, parfois deux avec un testa brun et brillant.
Principalement dispersées par les grands singes (Pan paniscus et Gorilla gorilla), les graines de Dia-
lium peuvent également étre dispersées par les éléphants, les petits primates et les rongeurs (Haurez,
2015 ; Petre et al., 2015). En traversant le systéme digestif des mammiféres, les graines subissent une
dégradation du testa augmentant les chances de germination (Idani, 1986 ; Beaune, Bollache, et al.,
2013). La mastication peut également dégrader mécaniquement la graine et faciliter la pénétration de
leau (Assongba et al., 2013 ; Beaune, Bretagnolle, et al., 2013). Ainsi, la dormance peut étre levée
chimiquement (H2SO4) (démontré pour le D. guineense (MacDonald et al., 2003)) ou mécaniquement

par scarification (Beaune et al., 2013).

Ecologie : Le Dialium est un genre pantropical retrouvé majoritairement dans les foréts denses
humides et dans une grande diversité d’habitats forestiers (Rojo, 1982 ; Doucet, 2003). Des Dialium
peuvent étre retrouvés en savane ou en foréts de broussailles (D. angolense, D. englerianum et D.
guineense) ou en foréts galerie (D. angolense) (Rojo, 1982). Certaines espéces comme le D. reygaertii,
le D. pobeguinii et le D. zenkeri sont retrouvées dans les foréts riveraines. Par ailleurs, la présence de

D. pachyphyllum et D. pentandrum est indicateur de foréts sempervirentes agées.

Bien que les informations concernant la phénologie du genre soient réduites, la majorité des
espéces fleurissent durant la saison des pluies et durant une longue période (Aubréville, 1968). Au

Gabon, les fruits sont observables entre novembre et juillet (White, 1983 ; Lemmens et al., 2012).
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1.6.4 Usages

1.6.4.1 Qualité technologique du bois et commerce international

Le bois du Dialium est peu représenté dans le commerce international du bois d’ceuvre tropical
bien qu’il fasse I'objet d’un intérét croissant, notamment pour remplacer I’azobé. Cela peut s’expliquer
par les difficultés de sciage car le bois est hautement désaffutant. Des lames au carbure de tungsténe
sont nécessaire a la transformation des grumes (Gérard et al., 2016). De méme, le manque global de
connaissance du genre, commercialisé sous le nom d’Eyoum (ou Omvong au Gabon) est un frein, la
différenciation des espéces sur le terrain étant généralement trés complexe. Toutes les espéces dont le
bois est aujourd’hui potentiellement valorisable, notamment en raison de la taille suffisante des grumes

et de leur rectitude, ont des feuilles avec de 3 a 5 folioles (Bengono et al., 2021).

Pourtant, des utilisations sont déja connues dans la littérature. De par la dureté et la durabilité
(résistant aux termites, champignons, insectes et térébrants marins) de son bois, les espéces de Dialium
peuvent étre utilisées en parqueterie, menuiserie, construction de ponts et de traverses (Meunier et al.,

2015 ; Gérard et al., 2016).

1.6.4.2 Usages traditionnels

Le potentiel socio-économique et nutritionnel du fruit de Dialium n’est pas négligeable. En
effet, une étude faite par Ewedje et Tandjiekpon (2011) montre l'importance du D. guineense dans
I’alimentation et dans 1’économie des populations du Bénin, du Togo et du Nigeria. Les racines et
les feuilles du D. guineense sont également utilisées dans le régime alimentaire des femmes enceintes
en Gambie et pour leurs propriétés contre le paludisme (Madge, 1998 ; Yetein et al., 2013 ; Ayessou
et al., 2014). Souvent retrouvés sur les marchés des pays sub-sahariens, la production de fruits a été
estimée a 105 tonnes entre les années 1995 et 1997 au Sénégal (Dieng et al., 1999). Cependant, une
domestication des espéces de Dialium serait nécessaire afin d’améliorer la rentabilité de la production

(Orhue et al., 2007).

D’autres utilisations ont été recensées : les cendres de D. dinklagei sont utilisées pour porter
chance durant la chasse, les écorces en artisanat (sculptures, amulettes, etc.), le bois dans la construc-
tion d’habitat, pour le charbon, bois de chauffe, pour la confection de mortiers ou encore pour ses

pouvoirs spirituels (Raponda-Walker et al., 1961 ; Lokonon et al., 2013).
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1 INTRODUCTION

1.7 Objectifs et questions de recherche

Considérant son potentiel pour la production de bois d’ceuvre et de molécules & haute valeur
ajoutée; le genre Dialium fait partie des taxons prioritaires du projet EHPVAL " Essences a Haut
Potentiel de Valorisation " financé par le PPECF (Programme de Promotion de ’Exploitation Certifiée
des Foréts) mis en ceuvre par Gembloux Agro-Bio Tech, en collaboration avec 'USTM (Université des
Sciences et Techniques de Masuku, Gabon), le laboratoire de biologie du bois du CRAW (Centre de
Recherche Agronomique Wallon), ’ATIBT (Association technique Internationale des Bois Tropicaux)
et plusieurs sociétés engagées dans une gestion forestiére durable : CEB-Precious Woods (Gabon),

Pallisco (Cameroun), Alpicam-Grumcam (Cameroun).

La présente étude a pour objectif de contribuer a ’amélioration des connaissances taxonomique
du genre Dialium dans une optique de diversification de la production des sociétés forestiéres engagées
dans une démarche de durabilité. Elle se focalise plus particuliérement sur les espéces dont le bois est
exploitable, soit les espéces dotées de 3 & 5 folioles. Il s’agit du complexe formé par D. pachyphyllum, D.
angolense, D. polyanthum, D. lopense, D. corbiseri, D. aubrevillei et D. gossweileri. La systématique

de ce complexe est particulierement confuse.

Afin de répondre au mieux a cet objectif, I’étude se focalise sur les questions suivantes :

1. Existent-ils des caractéristiques morphologiques permettant de distinguer différentes popu-

lations ou morpho-espéces ?

2. Les éventuelles différences sont-elles validées par des différences de composition chimique

dans les organes végétatifs 7
3. Quelle est la proximité phylogénétique de ces morpho-espéces ?

4. Finalement, combien d’espéces existent-ils 7 Quelles seraient les nouvelles espéces ou celles

qui devant étre mises en synonymie ?
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2 Matériels et méthodes

2.1 Site d’études

Trois sites d’études ont été sélectionnés sur base de la répartition des espéces étudiées (Figure

3.

2.1.1 Reéserve biosphérique de Luki - R.D. Congo

La Réserve Biosphérique de Luki (RBL) est située dans la province du Congo-central au sud-
ouest de la République Démocratique du Congo (5°28'-42’ S, 13°4-18" E) (Couralet et al., 2010). Elle
est la partie la plus au sud de la forét du Mayombe qui s’étend le long de 'océan Atlantique depuis la
cote centrale du Gabon. Elle est connue a la fois pour sa grande diversité floristique et pour la présence
d’arbre a intérét sylvicole (Monteiro, 1962). Cette diversité floristique peut étre expliquée notamment
par la variabilité topographique engendrant une diversité de sols le plus souvent ferralitiques et peu
épais (>1,5 m). La roche mére de la forét du Mayombe est principalement composée de schiste et
de grés. Cependant, le métamorphisme ne s’étant pas réalisé de maniére identique sur ’ensemble des
roches, le soubassement géologique, et donc les sols, présentent une hétérogénéité importante (Donis,
1948 ; Monimeau, 1990). La RBL s’étend sur environ 33 551 hectares divisés en trois zones (zone

centrale, zone tampon et zone de transition).

Les données climatiques (1959-2018) sont disponibles grace a la station météorologique de la
RBL. La température moyenne annuelle est de 23,4°C (+- 1,6) et une précipitation moyenne annuelle
de 1232 mm avec une saison des pluies s’étalant d’octobre & mai. Malgré le faible taux de précipitations,
peu propice aux foréts denses humides, 'influence océanique, la composition du paysage et ['effet
autorégulateur de la végétation permettent le maintien d’une telle végétation (Sénéchal et al., 1989 ;

Whitmore, 1990 ; Lubini, 1997).

La strate supérieure est caractérisée par un mélange d’espéces décidues et sempervirentes, tan-
dis que les strates inférieures sont principalement composées d’espéces sempervirentes (Couralet et
al., 2010). Les espéce de Dialium potentiellement présentes sont : D.pachyphyllum, D.polyanthum,

D.corbisieri, D.angolense et D.tessmannii (Figure [1).
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2.1.2 Forét de Mpelu, territoire de Bolobo - R.D. Congo

La forét de Mpelu est située dans le territoire de Bolobo, province du Mai-Ndombe en RDC
(2°36.07" S, 16°28.54" E). Le paysage est une mosaique paysagére forét-savane. La température moyenne
annuelle est de 25°C avec des précipitations annuelles oscillant entre 1500 et 1600 mm (Inogwabini et

al., 2008), interrompues par deux saisons séches (février et juillet-aout) (Serckx et al., 2014).

La forét de Mpelu est dominée par des foréts de terra firma (terre ferme) composées de plu-
sieurs habitats différents : foréts secondaires agées, foréts matures mixtes, foréts mono-dominantes
vieillissantes, foréts galerie et foréts de Marantaceae (Serckx et al., 2014). Les espéce de Dialium

potentiellement présentes sont : D.corbisieri, D.angolense, D.zenkeri et D.guineense (Figure [1f).

2.1.3 Concession forestiére de la CEB — Gabon

Precious Woods Gabon - Compagnie Equatoriale des Bois S.A. (PW-CEB) est une entreprise

d’exploitation du bois basée depuis 1987 & Bambidie, Lastoursville (0°41.65" S - 12°59.01" E).

Située & l'est du territoire Gabonais, la concession PW-CEB est marquée par un climat de type
AW selon la classification des climats de Koppen-Geiger (Beck et al., 2018). La température varie
entre 21°C et 28°C et les moyennes annuelles des précipitions sont de 1 500 mm et 1 700 mm pour
le Sud-Ouest et le Nord-Est de la concession respectivement (Precious Woods Gabon, n.d.). Deux
saisons pluvieuses sont observées dans la zone, la « petite » s’étalant de février a mai et la seconde de
septembre a novembre (Van Hoef, 2019). Le paysage de la concession est composé de plateaux et de

collines oscillant entre 300 et 700 m d’altitude (Precious Woods Gabon, n.d.).

La majorité de la forét gérée par PW-CEB est sempervirente avec une dominance des popu-
lations d’Okoumé (Aucoumea klaineana), Sorro (Scyphocephalium mannii) et de Béli (Julbernardia
pellegriniana). Les espéces de Dialium potentiellement présentes sont : D.guineense, D.tessmannii,

D.lopense, D.angolense, D.englerianum, D.pachyphyllum, D.polyanthum et D.dinklagei (Figure .

page 15



2 MATERIELS ET METHODES

2.2 Herbarium de Meise
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FIGURE 3 — Distribution géographique de ’ensemble des individus analysés [QGIS 3.16.3]

Par ailleurs, afin de pouvoir relier les échantillons collectés sur le terrain & des échantillons
botaniques de référence, des herbiers disponibles au Jardin Botanique de Meise (Bruxelles) ont été
étudiés, augmentant ainsi la diversité des lieux géographiques (y compris en Afrique de I’Ouest) et des
espéces analysées. Les types des espéces visées ont été sélectionnés en priorité. L’Annexe 2 reprend

I’ensemble des individus étudiés.

2.3 Collecte des données et récolte des échantillons

2.3.1 Espeéces étudiées

Les espéces étudiées ont été en priorité celles dotées de 3 & 5 folioles (Dialium pentandrum et D.
pobeguinii ayant des distributions et des caractéristiques florales bien spécifiques n’ont pas été inclue).

Le Tableau [1] liste ces espéces et fait état des éventuelles synonymies.
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Tableau 1 — Comparaison des espéces reconnues selon African Plant Database et selon Rojo (1982)

Espéce selon African Plant Database Espéce selon Rojo (1982)

D. aubrevillei D. polyanthum

D. corbiseri D. polyanthum

D. pachyphyllum D. polyanthum
D. lopense -

D. angolense D. angolense
D. kasaiense D. angolense
D. pachyphyllum D. pachyphyllum
D. gossweileri D. pachyphyllum

Les échantillons ont été collectés sur le terrain ou prélevés a 'Herbarium de Meise.

Les individus collectés dans le cadre de ce travail ont été identifiés sur base de la clé de Bengono et
al. (2021) (Annexe 1). Il s’est avéré qu’un morphotype ne pouvait étre classé correctement, suggérant la
présence d’une potentiellement nouvelle espéce. Il a été nommé D.cf.lopense en raison de sa proximité

morphologique avec les D.lopense.

Les botanistes affirmaient autrefois que seul des D.corbisieri étaient présent & la RBL. Ce-
pendant, il a été récemment admis que les indvidus récoltés a la RBL n’étaient en réalité que des
D.pachyphyllum. Toutefois, les botanistes de RDC distinguent parmi ceux-ci, les « maku » blancs et
les « maku » rouges sur base de la couleur interne de la tranche. Dans la suite du document, les "maku"

blancs et les "maku" rouge ont été gardé séparés afin de vérifier s’il s’agissait d’espéce différente.

Concernant les herbiers, les noms ont été attribués par les collecteurs. Il est donc possible que des
erreurs de classifications aient été réalisées. Les types des espéces ont été prioritairement sélectionnés.

Le Tableau [2| présente les échantillons d’herbiers collectés.
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Tableau 2 — Informations sur les individus utilisés et les analyses qui leurs ont été pérformées. v :
Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce, v' : Séquencage réussi, v'* : Séquencage raté

ID Nom attribué Nom revu Pays Morpho. Chim. Génét.
Wieringab221 lopense v
Bash&Kisib angolense v
Wieringad617 angolense v
Stijk384 angolense Gabon v
Breteler10753 angolense Gabon v
Breteler11125 angolense Gabon v
Breteler10485 angolense Gabon v
Stevart4766 angolense Gabon v
Wieringa5220 angolense Gabon v
Breteler15121 angolense Gabon v
Wieringa5582 angolense Gabon v
Wieringa2395 angolense Gabon v
Breteler14936 lopense Gabon v
Breteler15123 lopense Gabon v
Doucet403 lopense Gabon v
Wilk1524 lopense Gabon v
McPherson16244 lopense Gabon v
McPherson15801 lopense Gabon v
McPherson15800 lopense Gabon v
Leeuwen.12116 polyanthum Cote d’Ivoire v
McPherson21410 polyanthum Guinea v v
McPherson21470 polyanthum Guinea v v
Bidault1399 polyanthum Gabon v
Verstraete528 corbisieri RDC v v
Verstraete534 corbisieri RDC v
McPherson15736  pachyphyllum Gabon v v
Wieringa2157 angolense Cameroon v
Wieringa2112 angolense Cameroon v
Harder2142 angolense Zambia v
Pope2195 angolense Zambia v
Eanshawe2678 angolense Zambia v
Brenan8047 angolense Zambia v
Richards12672 angolense Zambia v
Fanshawe3892 angolense Zambia v
White3096 angolense Zambia v
CorbisierBal1078 corbiseri polyanthum RDC v
Gereau7553 corbisieri RDC v
CorbisierBal1642 tessmannii RDC v
Wieringa6197 tessmannii Gabon v
Louis2315 pachyphyllum RDC Ve
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D Nom attribué Nom revu Pays Morpho. Chim. Génét.
Germain7324 pachyphyllum RDC v
Gilbert30 pachyphyllum RDC v
vanderBurgt1490 aubevillei pachyphyllum - v
Adam28842 aubrevillei pachyphyllum  Liberia v
Zenker2360 pachyphyllum Cameroon v
deBrieyJ.78 pachyphyllum RDC v
Staner1400 polyanthum pachyphyllum RDC v
Donis1588 gossweileri pachyphyllum RDC v
Dubois745 polyanthum pachyphyllum RDC v
LeTestu7755 pachyphyllum Gabon V&
GhesquiereT106 corbiseri polyanthum RDC vE
Evrard2575 angolense RDC v
Gillardin383 kasaiensis angolense RDC vE
Robyns1886 angolense RDC v
LouisJ.2881 excelsum RDC v
PierlotR.3270 excelsum RDC v
VanderBurgt1513 excelsum RDC v
LaurentM.797 zenkeri RDC v
Zenker37700 zenkeri densiflorum  Cameroon v
DoucetJ.L.6066 zenkeri Gabon v
LouisA.M.321 soyauxii Gabon v
LeTestuG.1619 soyauxii Gabon v

Enfin d’autres espéces ont été collectées lorsqu’elles étaient rencontrées : D.zenkeri, D.excelsum,
D.soyauzii . Les informations génétiques disponibles sur GenBank d’un D.schlechteri (MN709806) et

d'un D.guineense (MW628968) ont été utilisé lors des analyses génétiques.

2.3.2 Descriptions morphologiques

Au total, 260 individus (2>10cm) ont été caractérisés morphologiquement sur le terrain et 46
individus proviennent d’herbiers. Les individus fertiles (présence de fruits ou de fleurs) ont été ciblés

en priorité. La localisation de I’ensemble des individus est illustrée par la Figure

Grace a la littérature existante, des fiches techniques de terrain ont été congues (Annexe 3).
Pour des raisons de facilité, ces fiches ont été numérisées via ’'outil ODK-Collect, permettant I’enco-
dage électronique des données. Ainsi, pour chaque individu sélectionné, un formulaire est complété et
enregistré. Toutes les observations n’étant pas systématiquement disponibles (absence de fruits, fleurs,

etc.), certaines données sont manquantes. La base de données est consultable en lignem .

A la RBL, la hauteur de fit et celle de arbre ont été estimées a I’aide d’un Vertex. Les conditions
de terrain n’offrant pas toujours une visibilité suffisante, certaines hauteurs de fiit sont manquantes

dans le jeu de données. A la CEB, les hauteurs ont été estimées visuellement ou au vertex. L’encodage

! Lien internet : https ://docs.google.com/spreadsheets/d/1a41qyul36dgOFWdjlHOf,; ¢7wCW
TIK LI5y01kT Hdrb5A/edit 7usp = sharing 19
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des données métriques plus précises (taille des organes végétatifs et reproducteurs) a été fait a 'aide

d’un pied & coulisse millimétrique.

Gréace a la charte de Munsell, les couleurs des différentes couches composant 1’écorce ont été
encodées. Initialement utilisée pour I'identification des couleurs des sols, elle a permis ici de nommer

précisément les couleurs observées.

Une loupe botanique et un binoculaire ont également été utilisés, permettant l’observation de

caractéres non-distinguables & I'ceil nu (pilosité, caractéres floraux, etc.).

Pour I'ensemble des individus échantillonnés a la RBL et la plupart de ceux collectés & CEB-
PW, une photographie de la tranche, de la feuille et des fruits a été réalisée quand ceux-ci étaient
disponibles. Cela permet de conserver une trace des caractéres éphéméres tels que la couleur des
feuilles, de I’écoulement ou encore des fruits, qui ont tendance & changer lors du séchage. De méme,

d’éventuelles vérifications a posteriori peuvent étre faites (Fish, 2004).

Afin d’enrichir les herbaria de Belgique et de la RDC et de permettre des analyses a posteriori,
au minimum trois exemplaires (herbiers) ont été réalisés par individu récolté a la RBL, dont un est
destiné a ’herbarium de Luki. Le recours & un grimpeur expérimenté a été nécessaire afin de prélever
les rameaux fertiles qui ont été utilisés pour la confection d’herbiers. Cependant, lorsque 1’ascension
était inenvisageable, des rameaux fertiles tombés au sol étaient prélevés. Ils étaient ensuite disposés

dans une presse de terrain et séchés durant 3 jours dans un four a bois (Figure ?7) (Fish, 2004).
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FIGURE 4 — (A) préparation des herbiers sous-presses; (B) four & bois pour le séchage des herbiers ;

(C) récolte des rameaux fertiles
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2.3.3 Prélévements génétiques

Dans un premier temps, 46 échantillons foliaires provenant de I’herbarium de Meise ont été

prélevés.

Dans un second temps, pour chaque individu analysé morphologiquement, un échantillon fo-
liaire (~4 cm?) a été prélevé et disposé dans une enveloppe papier elle-méme déposée dans un sachet
hermétique contenant du gel de silice. Ce dispositif permet de garantir une atmosphére propice a la
conservation du matériel génétique. Les feuilles matures et non sénescentes sont & favoriser car elles
contiennent une plus grande proportion d’ADN plastidique par cellule (Dodsworth, 2015), facilitant
ainsi le séquencage. Dans le cas ol, pour des raisons techniques, le matériel foliaire n’a pas pu étre
emporté, un échantillon de cambium a été prélevé. Il est nécessaire de récolter une languette de ~3

cm? au minimum.

Au total, 95 échantillons ont été utilisés pour les analyses génétiques. Ils ont été choisis en

fonction de leur morphotype et du lieu de récolte (Annexe 2).

2.3.4 Relevés environnementaux

Tout d’abord, la référence géographique et ’altitude a été relevée pour chaque individu utilisé

dans cette étude grace & un GPS « Garmin 64s ».

Par aprés, l'indice de Dawkins (1958), permettant d’estimer le statut social des individus, a été
noté. Celui-ci se base sur la position de la couronne dans la canopée et la quantité de lumiére directe

et indirecte pergue par le houppier. Ainsi, les arbres sont classés en 5 catégories (Moravie et al., 1999) :

Tableau 3 — Explication de I'indice de Dawkins

Classes Explications

DAW1 Arbre de sous-bois, totalement ombragé verticalement et latéralement par
d’autres couronnes

DAW?2 Arbre de sous-bois supérieur, totalement ombragé verticalement, légérement
exposé latéralement a de la lumiére directe

DAW3 Arbre de la canopée inférieure, partiellement exposé verticalement

DAW4  Arbre de la canopée supérieure, couronne totalement exposée verticalement
avec d’autres couronnes adjacentes latéralement

DAWYD5  Arbre émergeant, couronne entiérement exposée a la lumiére, libre de toute
compétition & la lumiére dans un cone de 90° autour de la base de la couronne

Enfin, le type de sol (« terre ferme » ou « bord de riviére ou zone marécageuse ») et le type de

page 22



2 MATERIELS ET METHODES

forét (mature ou secondaire) dans lequel 'individu se trouvait a été mentionné.

2.4 Analyses morphologiques

Dans le but de différencier les types morphologiques, plusieurs analyses statistiques ont été

réalisées sur le logiciel informatique RStudio Version 1.2.5019.

Dans un premier temps, une analyse en dendrogramme a été réalisée. Pour ce faire, une matrice de
dissimilarité de Gower a été calculée et plusieurs méthodes ont été testées (Ward.D2, single, complete,
average). Seule la méthode possédant le coefficient de corrélation le plus élevé et donc maximisant la
différence entre les groupes a été retenue (Desgraupes, 2013 ; Allaer, 2017). Le coefficient de corrélation
« C » est calculé entre les groupes formés par la méthode de clustering et la distance entre les individus
de la matrice de Gower. Cette analyse permettra de comparer les groupes formés par le cluster et les

morphotypes observés sur le terrain.

Par la suite, un modéle prédictif a été réalisé dans ’objectif de construire un arbre d’inférence
conditionnel (CIT). L’intérét ici est de prédire une variable expliquée sur base des variables expli-
catives. Il a donc été demandé de prédire le type morphologique des individus sur base de traits
morphologiques récoltés. Ainsi, le jeu de données initial est d’abord divisé en deux sous-populations
significativement différentes (=0,05) qui seront & leurs tours divisées en sous-populations. Afin de
contrecarrer 'effet négatif des ‘multiple comparaisons problem’ dii aux inférences, la correction de Bon-
ferroni est systématiquement appliquée. L’arbre s’arréte lorsqu’il ne trouve plus de variable permettant
de séparer significativement les populations (Cheng et al., 2017). Le nombre d’individus échantillonnés
possédant ’ensemble des mesures réunies étant rare, cette analyse a été réalisée sur les caractéres

foliaires, caractéres du tronc et des fruits séparément.

Etant donné que les arbres d’inférences conditionnelles s’arrétent lorsque que ceux-ci ne par-
viennent plus & séparer les groupes, certaines variables intéressantes ne sont pas reprises dans les CIT
et doivent étre analysées individuellement. Pour des raisons de clarté et d’intérét, seul les Dialium 3
a b folioles ont été étudiés dans cette analyse. Pour ce faire, la normalité des populations a d’abord
été testée en appliquant le test de Shapiro-Wilk (Royston, 1982). Lorsque la normalité de la popula-
tion est vérifiée, une analyse des variances unidirectionnelles de type ANOVA (‘One-Way ANOVA’)
a été réalisée (Chambers et al., 1992; Sokal et al., 1995; Azandi et al., 2021). Dans le cas contraire,
une analyse non-paramétrique de Krustal-Wallis a été effectuée (Hollander et al., 2015 ; Azandi et al.,
2021). Une comparaison des moyennes (tests post-hoc) a également été ajoutée afin de connaitre les

groupes significativement différents et représentée a ’aide de boites & moustaches (Figure . Plus
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d’informations peuvent étre consultées en Annexe 4, dans lesquelles sont reprises les comparaisons

multiples des moyennes faites grace au ‘Fisher Least Significant Difference’ (Fisher, 1935).

2.5 Spectrométrie Infrarouge & Transformée de Fourrier

La spectrométrie infrarouge (IR) se base sur I'observation et la mesure des vibrations molécu-
laires. Ainsi, I’énergie émise par l'infrarouge & une certaine longueur d’onde provoque une réaction
unique en fonction des liaisons chimiques des molécules. L’observation de ces réactions permet la
construction d’un spectre globale et ainsi, de créer 'empreinte moléculaire du matériel étudié (Curk

et al., 1994 ; Rodriguez et al., 2000 ; Kim et al., 2004 ; Lu et al., 2008).

Dans cette étude, les mesures infrarouges ont été réalisées a ’aide de la spectroscopie Infra-
rouge & Transformée de Fourrier (FTIR) (VERTEX 70v), couplée & une ‘Attenuated Total Reflection’
(ATR). Cette technique analytique a pour avantage d’étre rapide, non-invasive et elle offre une bonne
résolution (Carballo-Meilan et al., 2014). De nombreuses études ont utilisé cette méthode dans le but
de différencier plusieurs espéces (Kim et al., 2004 ; Ribeiro da Luz, 2006 ; Lu et al., 2008 ; Rana et al.,

2008 ; Traoré et al., 2018).

2.5.1 Collecte des spectres

Les échantillons ont été broyés et tamisés (<1 mm) manuellement afin d’obtenir une granulomé-
trie homogene, essentielle au bon fonctionnement de la FTIR (Reig et al., 2002). Tous les échantillons
ont ensuite été séchés. Le séchage a été réalisé dans une étuve durant 43 heures a 35 °C, température
a laquelle les composites secondaires ne se dégradent pas (M’Hiri, 2018). Une durée de séchage aussi

longue permet d’assurer ’homogénéité de 'humidité des échantillons.

Une fois le séchage réalisé, trois répétitions de mesures spectrales ont été faites sur 75 individus
afin d’améliorer la fiabilité des données et de limiter le biais lié a 'homogénéité des échantillons
(Annexe 2). La composition chimique varie en fonction du matériel végétal analysé. Ainsi, les mesures
spectrales ont été effectuée sur du matériel foliaire de 46 individus et sur les écorces de 29 autres
individus. Chaque spectre a été créé sur base de 32 scans avec une résolution de 4 cm™!, dans une

gamme spectrale allant de 400 & 4000 cm 1.
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2.5.2 Analyses chimio-métriques

Une fois que les spectres ont été obtenus, des analyses chimio-métriques, i.e. statistiques, ont

été réalisées a 'aide du logiciel RStudio Version 1.2.5019.

Afin de pouvoir traiter les spectres infrarouges, plusieurs pré-traitements ont été appliqués. Seuls
les prétraitements donnant les meilleurs résultats ont été sélectionnés pour chacun des jeux de données,
a savoir une ‘Standard Normal Variate’ (SNV') pour les feuilles et les écorces, suivie d'une dérivée
premiére réalisée sur une fenétre de 7 longueurs d’onde (Barnes et al., 1989) pour les spectres foliaires
uniquement. La dérivée premiére a été réalisée a I’aide de I’algorithme Stavisky-Golay permettant donc
de lisser la courbe et d’enlever les bruits inutiles de celle-ci. Cet algorithme fonctionne sur un certain
intervalle de données sur lequel la dérivée sera réalisée; au plus cet intervalle est grand, au plus la
courbe va étre lissée. Un intervalle de 7 nombres d’ondes a été sélectionné dans cette étude offrant les

meilleurs résultats. Les valeurs extrémes du jeu de données ont ensuite été retirées.

Afin d’étudier le potentiel discriminant de la F'TIR, la Partial Least Square — Linear Discriminant
Analysis (PLS-LDA) a été employée. Cette analyse est réalisée en deux temps : (i) Le modéle PLS
permet la création de Variable Latentes (LVs), ou des combinaisons de Variablesﬂ , deux a deux
orthogonales et expliquant le maximum de variance entre les variables a expliquer (Boulesteix, 2005),
(ii) la LDA crée ensuite des fonctions de classement permettant de prédire les modalités de la variable
a expliquer. Ainsi, un modéle prédictif basé sur un tirage aléatoire de 80% du jeu de données initial
fois afin d’obtenir un pourcentage de prédiction correcte moyen. La sélection du nombre de LVs a été
réalisée en observant l'optimum de prédication selon la Figure [f] soit les 28 premiéres LVs pour les
spectres foliaires et les 22 premiéres pour les spectres d’écorce. Ces analyses ont été réalisées sur les

feuilles et sur les écorces, a 1'aide du package ‘plsgenomics’ (Boulesteix et al., 2018).

o
N
e ¢
<

>
e
)

o o

o £
'S

o
>
Taux de prédicttion
o
«

Taux de prédiction
e o 9o
v W
o o o
O

o
o

0 5 10 15 20 2 5 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 28 39

Nombre de composantes Nombre de composantes

(a) (b)

FIGURE 5 — (a) Taux de prédiction de la PLS-LDA en fonction du nombre de composante utilisée pour
les analyses sur les feuilles et (b) sur les écorces

2 Nombre d’ondes 25

40
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2.6 Analyses génétiques

2.6.1 Préparation des librairies génomiques et séquencage

Les analyses génétiques ont été réalisées sur 95 individus (Annexe 2). L’ADN a été extrait a
partir de matériel foliaire ou cambial sec ainsi que sur des herbiers provenant du Jardin Botanique de

Meise (Bruxelles).

Pour les échantillons provenant des herbiers (ADN ancien), 'extraction a été effectuée en sui-
vant le protocole de Cappellini (2011) version 1.15. L’extraction d’ADN récent a, quant a elle, été
réalisée en suivant les instructions du protocole NucleoSpin 96 Plant II (Macherey-Nagel). Ensuite,
une quantification et une vérification de la qualité sur électrophorése, suivies d’une sonication (si né-
cessaire), ont été effectuées grace au Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies, Invitrogen, Foster City,
USA). Les fragments de taille supérieure a 1000 bp ont été sectionnés par sonication au Bioruptor Pico

(Diagenode SA., Liége, Belgium) afin d’obtenir une moyenne de 400 bp.

Par la suite, les librairies génomiques ont été préparées en suivant le protocole NEBNext Ultra
II DNA Library Prep Kit (New England Biolabs). Les détails des manipulations sont consultables en
Annexe 5. Une fois les librairies acquises et une amplification sur support solide ‘flow cell’ réalisée, le
séquengage en paire du génome a pu étre effectué. Celui-ci a été réalisé avec un instrument Illumina
NovaSeq a la plateforme GIGA (Liége, Belgique) pour produire 2 x 150 bp « paired-end reads » (i.e.
séquengage du fragment génomique depuis chaque extrémité sur 150 bp). Le chapitre suivant explique

la méthodologie du traitement des données brutes .

2.6.2 Analyses des données

Tous les prétraitements des données brutes issues du séquencage ont été effectués a ’aide du

logiciel GENEIOUS Prime 2021.2.2.

Les séquences ont été mappées sur le génome de référence du D. guineense (MW628968) (Lee et
al., 2021). Une vérification de la qualité du séquengage a été réalisée en comparant le géne RbcL obtenu
avec ceux disponibles sur la plateforme NCBI-BLAST. Au total, 25 échantillon avec des concentra-
tions en ADN trés faibles aprés extraction, suggérant que les librairies finalement obtenues ont été
contaminées, n’ont plus été considérés pour le reste des analyses. Sur les 25 individus n’ayant pas pu
étre séquencés correctement, 84% proviennent des herbiers (Annexe 2). Par la suite, les séquences ont

été alignées a l'aide de I'outil MAFFT (Katoh et al., 2013) et un consensus a été calculé. Ce dernier

page 26
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a ensuite subi un nettoyage manuel visant a exclure les zones possédant un grand nombre de bases
indéterminées ou ambigiies. Ainsi, 'alignement des plastomes, d’une longueur initiale d’environ 160
000 bp a été réduit a 120 296 bp. De méme, une séquence consensus de 7 598 bp basée sur ’ADN
ribosomale (rDNA) d’une dizaine d’individus a été réalisée. Celle-ci a servi de base pour 'alignement

du reste des Dialium.

Enfin, I'utilisation de 'Inférence Bayésienne (BI) a permis la construction des arbres phylogé-
nétiques. Pour ce faire, 'outil MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) avec un model GTR (détails des
parameétres en Annexe 6) a été utilisé. Distemonanthus benthamianus (MN604403) a été utilisé comme
‘out-group’. La certitude de chaque nceud de 'arbre phylogénétique créé est appréciée par une valeur

allant de 0 a 1 (Bayesian Bootstrap) (Rubin, 1981).

2.7 Comparaison des méthodes

Pour terminer, une analyse comparative des matrices obtenues pour chaque analyse a été effec-

tuée. Pour ce faire, six matrices de dissimilarité ont été calculées afin de permettre leur comparaison.

Une premiére matrice de dissimilarité a été établie en calculant la moyenne des dissimilarités
partielles entre tous les individus en reprenant ’ensemble des caractéristiques foliaires via le package
‘cluster’ (Maechler et al., 2021). Le calcul de la distance entre les individus a été réalis¢ a I'aide de
la formule de Gower (Gower, 2008) particuliérement utilisée pour les bases de données contenant les

variables quantitatives et qualitatives (D’Orazio, 2013).

Deuxiémement, & ’aide des coordonnées GPS récoltées sur le terrain ou disponibles dans les
herbiers, une matrice de distance géographique a été réalisée. Pour ce faire, le package ‘raster’ implé-
menté dans RStudio Version 1.2.5019 a permis de calculer la distance géographique séparant chaque
individu considéré.

Troisitmement, deux matrices de dissimilarité génétique ont été construites. Celles-ci ont été
créées grace a outil MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) de GENEIOUS Prime 2021.2.2. Une ma-
trice correspond & la dissimilarité observée dans le plastome (n=39) et 'autre dans le rDNA (n=37). Le

méme type de matrice a été calculé en ne considérant que le plastome des D.pachyphyllum, MakuRouge

et MakuBlanc.

Enfin, une matrice de dissimilarité réalisée sur les analyses chimio-métriques a été faite. Celle-ci

est également construite a ’aide de la formule de Gower (Gower, 2008).

Afin de mesurer le lien entre les matrices obtenues, le test de Mantel (Mantel, 1967) a été
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effectué entre chaque matrice grace au package ‘vegan’ (Oksanen et al., 2019). Celui-ci permet de
calculer la corrélation inter-matrice et ainsi, d’avoir une vue d’ensemble sur la dissimilarité entre tous
les individus considérés. Le coefficient de corrélation r est obtenu wvia le test de Pearson. Celui-ci
oscille entre -1 (corrélation hautement négative) et 1 (corrélation hautement positive). Une corrélation
inexistante entre deux matrices possédera un r équivalent a 0. De plus, le coefficient de corrélation est

accompagné d’une p-valeur (a«=0,05) permettant de confirmer ou non sa fiabilité statistique.

2.8 Bilan de la collecte de données

Cette étude a permis la caractérisation morphologique de 306 individus. Les analyses spectrales
ont été réalisées sur 57 individus pour les feuilles et sur 15 individus pour les écorces. Le séquengage de
I’ADN a été mené sur 97 individus majoritairement provenant des herbiers. La synthése des données

reprises dans cette étude sont représentées a la Figure [6]

300
200
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Nombre d'individus

50

Morphologie Spectrale foliaire Spectrale écorce Génétique

Type d'analyses

ERBL m Malebo mPW-CEB Herbier

F1GURE 6 — Nombre d’individus utilisés en fonction du type d’analyses effectuées et de la zone d’études
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Tableau 4 — Synthése des morphotypes étudiés. Certains individus ayant été utilisés dans plusieurs
analyses, la somme des colonnes ci-dessous ne correspond pas au nombre total d’individus échantillon-
nés.

Morphotype Commentaires  Morph. Chim. Genet. Nombre de folioles

éventuels
1 D.pachyphyllum - 36 14 22 Complexe 3 & 5 folioles
2 MakuRouge Potentiel nouveau 136 7 6
morphotype iden-
tifié & la RBL sur
base la couleur de
la face interne de
la tranche
3 MakuBlanc Potentiel nouveau 22 4 4
morphotype iden-
tifié & la RBL sur
base la couleur de
la face interne de
la tranche
4 D.corbisieri Uniquement dis- 2 - 2
ponible en herbier
5 D.angolense Uniquement dis- 22 0 7
ponible en herbier
6  D.cf.angolense - 6 6 5
7 D.polyanthum  Uniquement dis- 6 - 9
ponible en herbier
8 D.lopense - 15 4 7
9 D.cf.lopense Potentiel nouveau 16 16 12
morphotype iden-
tifie a PW-CEB
sur base des ca-
ractéristiques fo-
liaires
10 D.zenkeri - 11 4 7 Plus de 5 folioles
11 D.excelsum - 34 8 11
12 D.soyauzii Uniquement dis- - - 2

ponible en herbier
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3 Résultats

3.1 Caractérisations morphologiques
3.1.1 Dendrogramme général

Seules les caractéristiques foliaires ont été conservées pour cette premiére partie d’analyse. Les
observations foliaires ont pu étre faites sur 207 individus de 11 morphotypes différents. La méthode
d’agrégation pour la construction du cluster ‘average’, possédant la corrélation la plus élevée (¢c=0,99)
a été retenue pour le calcul du dendrogramme (Figure. Celui-ci a été coupé a une hauteur de ~0,25,
permettant la création de 11 groupes. Chaque individu étant assigné & un groupe morphologique,
il a été possible d’étudier la répartition des individus dans chaque groupe et ainsi, de comparer les
morphotypes définis sur la base de critéres visuellement observables (Figure |8) et wvia le cluster. Le
dendrogramme identifie la présence de 4 groupes distincts (MakuRouge/ MakuBlanc/ D.polyanthum /
D.corbisieri/ D.cf.angolense/ D.angolense/ D.pachyphyllum, D.lopense/ D.cf.lopense, D.zenkeri et

D.excelsum ), ce qui appuie les difficultés d’identification rencontrées sur le terrain.
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3.1.2 Arbres d’inférences conditionnels

Dans un premier temps, un arbre d’inférence conditionnel a été créé (Figure @ en ne considérant
que les caractéres foliaires (34 variables). Celui-ci reprend les 11 morphotypes observés sur le terrain et
présents dans les herbiers, pour un total de 207 individus. Une premiére séparation a lieu en observant
le type de nervation. En effet, le groupe composé des D.lopense et des D.cf.lopense posséde une
nervation & mailles serrées et saillantes, contrairement aux autres morphotypes aux mailles discrétes.
Par ailleurs, 'acumen des folioles du D.cf.lopense (n=15) est systématiquement aigu, effilé ou rétus.

La majorité (n=8, 75%) des D.lopense n’a pas d’acumen ou un acumen obtus.
Les D.excelsum et D.zenkeri se séparent sur base du nombre de folioles (n=11, 100%).

Par la suite, le complexe D.pachyphyllum, D.angolense, D.polyanthum, MakuRouge et MakuBlanc
se distingue plus difficilement. Toutefois, les D.angolense ont généralement une longueur de rachis
inférieure ou égale & 29 mm. Ce critére ne permet pas de différencier le reste des D.pachyphyllum et
des D.polyanthum mais bien des MakuRouge et MakuBlanc qui possédent généralement un rachis de

taille supérieure & 29 mm.

Les analyses des caractéres morphologiques du tronc fournissent peu d’informations discrimi-
nantes sur les morphotypes (Figure . Cependant, deux groupes relativement distincts peuvent étre
observés, d’une part le groupe composé des D.excelsum avec les D.zenker: au tronc lisse et d’autre
part, le complexe des 3 a 5 folioles au tronc plus varié (écailles ou plaques irréguliéres, lenticellées ou

circulaires). De méme, pourvus d’une écorce plus fine, les D.ezcelsum se démarquent des D.zenkersi.

Les caractéres morphologiques du tronc permettent principalement de faire la distinction entre
les MakuRouge et le reste du complexe sur base de la couleur de la face interne de la tranche, respec-

tivement, blanc-créme ou orange-péle et blanc.

Le dernier arbre présenté (Figure a été construit sur base des caractéristiques des fruits de 9
morphotypes pour un total de 156 individus. Les D.zenkeri possédent uniquement des gousses de forme
ellipsoide ou globuleuse. A 'inverse, les MakuBlanc, les MakuRouge, les D.polyanthum, les D.lopense
et les D.cf.lopense semblent étre caractérisés par des fruits de forme discoide, discoide/globulaire ou

pyriforme. Les D.cf.angolense ont des fruits systématiquement discoide et brun.
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3.1.3 Analyse des variables quantitatives

L’analyse des variables quantitatives permet d’affiner les critéres de différenciation entre les
morphotypes étudiés. Etant donné que les Dialium possédant plus de 5 folioles sont relativement bien
discriminés dans les CIT présentés ci-dessus, seul le groupe 3 a 5 folioles sera considéré pour ces
analyses (Figure . De méme, les analyses précédentes distinguent correctement les D.lopense et les
D.cf.lopense des autres morphotypes. Les comparaisons des moyennes présentées a la Figure [I2] ont
donc été réalisées d’une part entre les D.lopense et les D.cf.lopense et d’autre part sur le reste des

Dialium.

Les D.lopense et D.cf.lopense, formant initialement un complexe, peuvent étre distingués en
comparant le ratio de la largeur sur la longueur des folioles basales. Ce ratio est plus important chez
les D.lopense que chez les D.cf.lopense (p=0,0064). De méme, la largeur de la foliole terminale et le
ratio du pétiole sur le rachis sont des caractéristiques morphologiques qui permettent la distinction des
deux morphotypes avec une p-valeur respective de 0,015 et 0,01. Enfin, le ratio longueur de la foliole
terminale sur celle du petiolule est également significativement différente (p=0,029). Les différents

critéres morphométriques utiles a la différenciation de ces deux espéces sont repris dans le Tableau
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Tableau 5 — Critéres morphométriques utiles & la différeniation des D.lopense et des D.cf.lopense

D.lopense D.cf.lopense

Largeur foliole terminale 51,93 +-10,07 mm  39,4+-4,1 mm
Ration 1/L foliole basale 0,54+-0,03 0,45+-0,04

Ratio pétiole/rachis 0,3157+-0,01 0,6273 +- 0,05

Ration long. foliole terminale sur le petiolule 0,0569+-0,01 0,0741 +- 0,01

Les D.pachyphyllum et les D.angolense peuvent étre différenciés sur base de deux critéres : la
longueur du rachis (p=0,0039) et le ratio pétiole/rachis (p=0,00018). Etant donné qu’aucune différence
significative ont été observée entre les D.angolense et les D.cf.angolense, ces critéres sont valables
également pour les D.cf.angolense. Les différents critéres morphométriques utiles & la différenciation

de ces deux espéces sont repris dans le Tableau [7]

Tableau 6 — Critéres morphométriques utiles a la différeniation des D. pachyphyllum et des D. angolense
/ D.cf. angolense

D.pachyphyllum D. angolense/D.cf.angolense
Longueur du rachis  45,06+-7,44 mm 22 +- 7,5 mm
Ratio pétiole/rachis 0,4145+-0,02 1,13 +- 0,55

Quant aux D.corbisieri, ils se distinguent des D.pachyphyllum par leur longueur de rachis plus
importante (p=0,041). Il est également possible de noter une différence entre les D.corbisieri et les
D.angolense en considérant la longueur du rachis (p=0,026), la longueur, la largeur de la foliole termi-

nale (p=0,048; p=0,026) et le ratio longueur de la feuille terminale sur celle du petiolule (p=0,027).
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FIGURE 12 - Boite a moustache des six caractéres morphométriques les plus discrimi-

nant. an=D.angolense; cflo=D.cf.lopense; co=D.corbisieri ; ex=D.excelsum; lo=D.lopense;
MB=MakuBlanc ; MR=MakuRouge ; pa=D.pachyphyllum ; po=D.polyanthum ; ze=D.zenkeri

3.2 Caractérisations chimio-métriques

Une représentation factorielle du modéle le plus performant est présentée ci-dessous, d’une part,

pour les spectres infrarouges caractérisant le matériel foliaire (Figure et d’autre part, pour les

écorces (Figure [14)).

page 36



3 RESULTATS

Le modele PLS-LDA réalisé posséde un taux de prédiction moyen de 95,8% pour les spectres
foliaires et de 97,5% pour les écorces. En ne considérant que les spectres foliaires des Dialium 3 & 5

folioles, la moyenne de la prédiction chute a 93,3%.

Les analyses des spectres foliaires permettent I'identification de quatre groupes bien distincts
(Figure . Tout d’abord, les D.zenkeri , les D.excelsum, les D.cf.lopense et les D.lopense sont entie-
rement séparés des autres morphotypes. Enfin, les morphotypes de Dialium 3 & 5 folioles sont plus
étroitement associées entre elles. Toutefois, elles se scindent en deux sous-groupes : d’une part, les

D.pachyphyllum avec les D.cf.angolense et d’autre part, les les MakuRouge avec les MakuBlanc.

Concernant 'analyse des spectres provenant des écorces, tous les morphotypes étudiés sont
correctement séparés (Figure. Contrairement aux analyses des spectres foliaires, les D.pachyphyllum

semblent se démarquer des D.cf.angolense. Il en est de méme pour les D.cf.lopense des D.lopense.

cf.angolense
Cf.Lopense
MakuBlanc
Excellsum
Lopense
Pachyphyllum
MakuRouge

® Zenkeri

F1GURE 13 — Représentation, sous deux angles de vue, des scores des 3 premiéres variables discrimi-
nantes de la PLS-LDA pour les caractéristiques foliaires. Les ellipses de confiance sont calculées avec
un coefficient de certitude de 95%
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cf.angolense
Cf.Lopense
Lopense
Pachyphyllum
Zenkeri

-30

pullimat_sel, 2)

pullimat_sel, 1)

FIGURE 14 — Représentation des scores des 3 premiéres variables discriminantes de la PLS-LDA pour
les caractéristiques des écorces.

3.3 Phylogénies

Au total, 66 Dialium ont été utilisés pour la construction de I'arbre phylogénétique & partir
du ribosome (rDNA) et 68 individus pour 'arbre basé sur le plastome (pDNA). Deux individus ont
été retirés de la phylogénie rDNA car le mapping n’était pas suffisamment bon. Afin de structurer
Iinterprétation des résultats, cette partie sera divisée en deux volets. D’une part, la phylogénie pDNA
sera présentée et d’autre part, une comparaison topologique, ¢.e. de la structure générale des deux

phylogénies sera réalisée.

La Figurereprend les deux arbres phylogénétiques (rDNA et pDNA) réalisés dans cette étude.
Une couleur unique a été attribuée a chaque morphotype. Par ailleurs, les groupes d’individus présents
dans les deux phylogénies ont été reliés par un bandeau de couleur et numérotés. De méme, les clades
(i.e. groupes monophylétiques) discutés dans les chapitres suivants ont été explicitement colorés et

numeérotés.

3.3.1 Différences topologiques

Cinq grands groupes d’individus sont obtenus au sein des deux arbres phylogénétiques créés et
sont présentés a la Figure Une concordance évidente peut étre observée entre les trois premiers

groupes d’individus et les trois premiers clades (Figure .
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Par ailleurs, le groupe 4 est composé a 85% de MakuRouge et de MakuBlanc, provenant tous de
la RBL (RDC). Curieusement, deux D.ezcelsum font également partie de ce groupe génétique. Enfin,

le groupe 5 est composé de quatre D.pachyphyllum issus, chacun, de la forét de Mpelu (RDC).

3.3.2 Phylogénie pDNA

Le Clade 1 est composé de D.excelsum (n=4, 100%) qui se distinguent nettement des autres
morphotypes dans les deux phylogénies. Cependant, tous les D.excelsum ne sont pas groupés, deux
d’entre eux sont en effet retrouvés ailleurs dans I'arbre. Par ailleurs, le D.schlechteri (MN709806) est

génétiquement proche de ce groupe.

Le Clade 2 représente un groupe monophylétique reprenant I’ensemble des D.zenkeri étudiés.

De méme, les D.soyauxii du Gabon et le D.guineense semblent génétiquement proches des D.zenkeri.

Par aprés, le Clade 3 regroupe deux D.polyanthum (66,6%) de Guinée et un D.pachyphyllum
(intialement attribué aux D.aubrevillei) du Libéria. Quant aux D.polyanthum du Gabon, il ne semble

pas avoir de lien génétique notable avec les autres individus de la méme espéce.

L’ensemble des D.pachyphyllum, des MakuBlanc, des MakuRouge, des D.angolense et des D.cf.lopense
sont repris dans le Clade 4. Dans ce dernier, les morphotypes forment des groupes polyphylétiques.
En effet, un groupe monophylétique composé de la majorité mais pas de 'entiéreté des D.angolense

est formé. Les D.cf.lopense se divisent en deux groupes monophylétiques.

Enfin, le Clade 5 reprend la majorité (60%) des D.lopense.
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3.4 Comparaison des matrices générées pour les différentes analyses

La comparaison des matrices de dissimilarité montre une corrélation forte entre la matrice établie
sur base de ’ADN chloroplastique et celle construite sur base de ’ADN ribosomale (r=0,92 ; p=0,001).
Une trés légére corrélation entre les matrices génétiques (rDNA et pDNA) et les caractéres foliaires

peut étre observée, avec respectivement r=0,54 (p=0,001) et r=0,43 (p=0,001).

L’étude de la corrélation entre la matrice de dissimilarité chimique et la matrice plastidique
offre un r=0,5692 et une p-valeur=0,001. Les analyses génétiques et chimiques semblent donc étre

légérement corrélées.

Aucune corrélation n’a pu étre établie entre la matrice de distance géographique et les matrices
génétiques. Toutefois, en isolant le plastome des D.pachyphyllum, des MakuRouge et MakuBlanc, une

haute corrélation a pu étre démontrée avec la géographie (r=0,93; p=0,016).

Tableau 7 — Corrélation entre les matrices calculées dans chaque analyse. Le coefficient de corrélation
r est obtenu wvia le test de Pearson. Celui-ci oscille entre -1 (corrélation hautement négative) et 1
(corrélation hautement positive). Une corrélation inexistante entre deux matrices possédera un r équi-
valent & 0. De plus, le coefficient de corrélation est accompagné d'une p-valeur (a=0,05) permettant
de confirmer ou non sa fiabilité statistique.

rDNA pDNA pDNA pour | Caract. Coordonnées | Chimio-
(n=37) | (n=39) D.pachyphyllum | foliaires | géogra- métrie
,  MakuRouge | (n=39) phiques (n=25)
et Maku-
Blanc(n=14)
rDNA (n=37)
pDNA (n=39) r=0,92
p=0,001
pDNA pour | - -
D.pachyphyllum
, MakuRouge
et Maku-
Blanc(n=14)
Caract. foliaires | r=0,542 | r=0,4251 | r=-0,1769
(n=39) p=0,001 | p=0,001 p=0,79
Coordonnées r=0,074 | r=-0,0071 | r=0,926 r=0,170
géographiques p=0,267 | p=0,407 p=0,016 p=0,052
Chimio-métrie - r=0.569 - - -
(n=25) p=0.001
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4 Discussions

4.1 Caractéres morphologiques discriminants

Les observations morphologiques réalisées dans cette étude ont permis d’apporter des précisions
et d’augmenter le nombre de critéres quant & 'identification de certaines espéces du genre Dialium.
La majorité des critéres utilisés dans cette étude sont observables durant toute I’année, offrant un

avantage majeur pour les travaux de terrain et de prospection forestiére.

Tout d’abord, une premiére séparation simple et attendue a été soulignée par notre étude. Les
caractéres foliaires et du tronc permettent aisément de différencier les Dialium 3 a 5 folioles des Dialium
composés de plus de 5 folioles. Les espéces étudiées du premier groupe ont des écorces écailleuses alors
que dans le second le tronc est lisse. Au sein méme de ce second groupe, des précisions ont pu étre
apportées. Les caractéres du tronc, tels que I'épaisseur de la tranche, offrent un critére discriminant
pour le D.zenkeri. Toutefois, ce genre de mesure peut étre corrélé a la hauteur ou au diameétre de
I'individu mesuré (Pimont et al., 2014 ; Bauer et al., 2020). Ainsi, un test de corrélation de variable
a été effectué afin de vérifier ’éventuelle existence de biais. Des p-valeurs non-significatives ont été

obtenues, rejetant donc 'hypothése d’une quelconque corrélation problématique.

Les nouveaux morphotypes initialement établis et observés & la RBL n’ont pas pu étre confirmé
par les analyses morphologiques de notre étude. Seule la couleur interne de la tranche (caractére
utilisé pour la différenciation du morphotype) différencie les MakuBlanc des MakuRouge. Malgré un
échantillonnage important des deux morphotypes, avec 22 MakuBlanc et 136 MakuRouge, aucune
différence foliaire n’a pu étre démontrée. Ce groupe semble donc homogéne et devrait étre assimilé
a une seule espéce, & moins que l'observation d’organes reproducteurs (pas de fleurs observées) ne le

contredise. Ce groupe parait par ailleurs homogéne d’un point de vue génétique (cf. Figure .

Cette étude a également permis d’apporter plusieurs critéres dans la différenciation des D. ango-
lense /D.cf.angolense par rapport au D.pachyphyllum. Les mesures morphométriques des feuilles ont
permis de souligner une série de variables significativement différentes entre les deux morphotypes.
La couleur de la face interne et externe de la tanche semble également étre un critére intéressant de
différenciation. Cependant, le faible nombre de D.cf.angolense échantillonnés ne permet pas de tirer
de conclusions & ce propos. De méme, un biais lié au jugement personnel de 'observateur doit étre

pris en compte dans 'interprétation des résultats.

Par ailleurs, les D.cf.lopense montrent de nombreuses différences morphométriques et visuelles
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par rapport aux D.lopense. En plus des caractéres mesurés dans cette étude, les D.cf.lopense possédent
une nervation tertiaire plus marquée permettant sa classification rapide. Ces analyses morphologiques

ont donc permis de confirmer la présence d’une nouvelle morpho-espéce.

Il semblerait que les fruits des Dialium ne possédent pas de différence significative entre les
morpho-groupes étudiés dans ce travail. Les fruits des D.zenkeri semblent tout de méme se distinguer
par leur forme systématiquement ellipsoidale ou globuleuse. Ces résultats sont cependant & nuancer au
vu de la taille de I’échantillonnage. Toutefois, plusieurs études utilisent les caractéres morphologiques

des fruits pour lidentification de certaines espéces (Rojo, 1982 ; Bengono et al., 2021).

Il aurait été intéressant d’augmenter le nombre et la diversité des échantillons utilisés dans cette
analyse. En effet, les analyses morphologiques ont été réalisées sur environ 306 individus dont une
grande majorité de MakuRouge. Certains morphotypes, comme le D.corbisieri ou les D.polyanthum,
sont peu représentés dans le jeu de données. De méme, considérer davantage de planches bota-
niques, en consultant d’autres herbaria, aurait permis d’inclure un plus grand nombre d’espéces (e.g.
D.gossweileri). Augmenter I’échantillonnage considéré aurait également offert une plus large diversité

de lieux étudiés.

Une étude morphologique sur base des planches botaniques scannées des herbaria pourrait étre
envisagée. En effet, le nombre conséquent de planches botaniques disponibles en ligne offre la possi-
bilité de comparer les morphotypes du genre (1437 planches de Dialium rien que pour la collection
de I'herbarium de Meise). Bien souvent accompagnées d’une échelle, des mesures morphométriques
peuvent facilement étre obtenues a partir de logiciels, tel que ‘Fiji- IMAGEJ’ (Schindelin et al., 2012;
Schneider et al., 2012). Toutefois, la fiabilité de telles mesures devra, avant tout, étre étudiée en les

comparant & des mesures classiques.

Notons également que les caractéres floraux et la description des plantules auraient pu apporter
de précieuses informations quant a la classification des morpho-espéces (Seeland et al., 2017). Les diffé-
rences florales pourraient traduire un systéme de pollinisation variable qui serait également intéressant
a étudier (Van Der Niet et al., 2014). Les connaissances palynologiques du genre, déja détaillées par

Rojo (1982), pourraient également étre approfondies.

4.2 Caractérisation chimique des morphotypes

Les analyses FTIR réalisées dans notre étude ont permis de mettre en évidence les différences

chimiques entre certains morphotypes étudiés.

3 Les groupes, i.e. morphotypes, recherchés par ’analyse sont préalablement définis. 44
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La PLS-LDA étant une analyse semi—superviséelﬂ , il existe une influence engendrée par la créa-
tion & priori des groupes recherchés. En effet, pour effectuer une PLS-LDA, il est nécessaire de men-
tionner 'appartenance de chaque individu & son morphotype. Afin d’éviter de biaiser '’analyse en at-
tribuant un numéro unique a chaque morphotype et donc en les hiérarchisant (e.g. D.pachyphyllum=1,
D.angolense=2, MakuBlanc=3, etc.), une matrice binaire a été créée évitant ainsi le ‘two-class pro-

blems’ (Huang et al., 2003 ; Tang et al., 2014).

Cette analyse a permis de démontrer I'existence d’une différence spectrale entre plusieurs morpho
-espéces. La composition chimique des D.cf.lopense permet de les distinguer des D.lopense, appuyant
une fois de plus la présence d’'un nouveau morphotype. Par contre, D.cf.angolense se différencie peu
de D. pachyphyllum. Les MakuBlanc et les MakuRouge sont regroupés mais bien distinct du reste des

morphotypes.

Dans le cas ou les analyses morphologiques ne permettent pas de classifier avec certitude un

individu, une analyse FTIR devrait pouvoir identifier avec un haut degré de fiabilité le taxon associé.

L’intérét des analyses dans l'infra-rouge pour le genre Dialium a donc pu étre démontré. En
augmentant le nombre de répétitions et en les comparant & des résultats génétiques plus précis, la

FTIR pourrait offrir un moyen rapide et économiquement plus intéressant que le séquencage.

Bien que les analyses spectrales aient montrées des différences notables entre les morphotypes
étudiés, une étude plus précise de la composition chimique des feuilles et des écorces pourrait étre
menée. Celle-ci permettrait d’obtenir de nouvelles informations utiles & la caractérisation du genre.
De méme, il ne faut pas omettre 1’éventuel biais engendré par des périodes de récolte légérement
différentes des échantillons. En effet, bien que le séchage ait été réalisé de maniére totalement ho-
mogeéne, I’évolution des composés chimiques du matériel analysé en fonction du cycle phénologique
ou des variations environnementales est fort probable (Euring et al., 2012; Buitrago et al., 2016).
L’échantillonnage ayant été effectué sur une période d’environ cinq mois, cette éventualité ne doit pas
étre exclue. Par ailleurs, ’étude de Durak et al. (2020) souligne I'importance de la méthodologie de
préparation des échantillons. Par exemple, il a été démontré que le type de séchage peut influencer les
données observables sur les spectres FTIR. Cette étude révéle également le manque de connaissance

concernant I'influence de la méthodologie sur les résultats obtenus.

4.3 Analyses génétiques

A T'inverse du genre Entandrophragma (Monthe et al., 2019) ou Guibourtia (Tosso, 2018), le genre

Dialium ne posséde pas une phylogénie claire et facilement interprétable, du moins en considérant les
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noms attribués par les collecteurs sur le terrain. Ceci est particuliérement vrai pour le morpho-groupe
3 a5 folioles. Les analyses de ’ADN plastidique et ribosomale ne permettent pas totalement d’appuyer
les différences observées d’un point de vue morphologique. Cependant, plusieurs hypothéses peuvent

étre évoquées pour expliquer ces résultats.

4.3.1 Différenciations génétiques

4.3.1.1 Différences topologiques

La comparaison de la phylogénie rDNA et pDNA permet tout de méme certaines observations
concluantes. En effet, un clade se retrouvant dans les deux phylogénies, peut a priori étre considéré

comme une espéce ou un groupe d’espéces bien distinct.

Premiérement, les D.excelsum forment un groupe divergent, tel que suggéré par les deux phylo-

génies (Groupe 1; Bootstrap = 1).

Les D.zenkeri constituent un groupe monophylétique bien soutenu (Groupe 2; Bootstrap =

0,99).

Tel qu’observé dans d’autres études, les individus provenant du Haut-Guinéen (HG ; Groupe
3) sont également génétiquement isolés (Gomez et al., 2009; Koffi, 2010; Boom et al., 2021). De
nombreux haplotypes endémiques ont été découverts dans 'HG (Ley et al., 2014). Cet endémisme
s’explique probablement par la formation du ‘Dahomey Gap’ (DG), ayant entrainé une divergence
particuliére entre populations conspécifiques de part et d’autre de celui-ci (Hardy et al., 2013). Ainsi,
tous les individus provenant de 1’Afrique de 1’Ouest (Guinée et Libéria), repris dans notre étude,
forment un groupe génétique distinct (Groupe 3; Bootstrap = 1). Selon Rojo (1982), D.aubrevillei
serait synonyme de D. polyanthum. Des échantillons de cette espéce en provenance du Bas Guinéen

n’ayant pu étre analysés, il est impossible de préciser si D.aubrevilleir devrait étre réhabilitée ou non.

Enfin, deux autres groupes (Gr. 4 et Gr. 5) sont également retrouvés dans les deux phylogénies.
Il semblerait qu’un lien géographique justifie cette différentiation. Le groupe 4 est composé de trois
morphotypes dont tous les individus proviennent de la RBL (RDC). Un tel regroupement au niveau des
plastomes laisse penser a un phénomeéne de captures chloroplastiques (cf. chapitre 4.3.2.) entre espéces
géographiquement proches. Cependant, la correspondance de ce groupe avec ’ADN ribosomal suggére
plutét qu’il n’existe qu'une seule espéce et donc que les morphotypes "MakuBlanc" et " MakuRouge"

correspondent des variations intra-spécifiques au sein du groupe. Celui-ci comprenant le D.gossweileri,
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reclassé par Rojo (1982) en D.pachyphyllum, il est donc possible que cette espéce doive étre réhabilitée.
Ce groupe se distingue en effet du groupe 5 uniquement composé de D.pachyphyllum provenant de la

forét de Mpelu (RDC).

4.3.1.2 Phylogénie pDNA

Comme mentionné plus haut dans les résultats, les trois premiers groupes d’individus obtenus
par les deux arbres phylogénétiques concordent parfaitement. Nos analyses ont donc permis de mettre

en évidence la présence de trois clades d’espéces génétiquement distincts (clades 1, 2 et 3).

Le quatriéme clade suggére qu’il existe un lien entre la proximité géographique des D. pachy-
phyllum et leur parenté plastidique. En effet, les D.pachyphyllum utilisés dans notre étude proviennent
de six zones différentes réparties dans quatre pays : RDC (RBL |[MakuRouge et MakuBlanc|, forét de
Mpelu, Centre et Est de la RDC), Cameroun, Gabon et Libéria. L’arbre phylogénétique fourni par
I’analyse du plastome identifie six groupes paraphylétiques de D.pachyphyllum. Seuls trois individus
(DIA30, DIA31 et DIA32) ne sont pas correctement classés. Hormis l'interprétation visuelle de Iarbre
phylogénétique, 'analyse des matrices de dissimilarité par le test de Mantel (r = 0,93; p = 0,016)
confirme la corrélation entre la proximité géographique et le plastome des individus de D.pachyphyllum.
Notons également que le morphotype « MakuBlanc » observé dans la Réserve Biosphérique de Luki
n’est pas génétiquement isolé du reste de la population des MakuRouge de cette région. L’ensemble de

ces observations confirment la possible réhabilitation de D.gossweileri.

Par ailleurs, les deux premiers clades sont uniquement composés d’individus dont les feuilles sont

composées de plus de 5 folioles. Il existe donc un lien fort entre la génétique et le nombre de folioles.

4.3.2 Phénoméne d’introgression et tri de lignée incomplet

Cette étude a permis de mettre en évidence le manque de congruence entre la taxonomie et les
phylogénies pour les espéces dont les feuilles sont composées de 3 & 5 folioles. De nombreuses pistes

de réflexion peuvent étre explorées.

Premiérement, les noms d’espéces considérés sont attribués par les collecteurs. Il est donc pos-
)
sible, vu la ressemblance entre les morphotypes, que des erreurs aient été commises. Le fait que la

plupart des types prélevés en herbier n’aient pas amplifié complexifie I'interprétation.

En outre, 'absence de résultats monophylétiques pourrait étre expliquée par une ‘incomplete
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lineage sorting’ (ILS), i.e. le plastome observé ne semble pas correspondre a la taxonomie établie
sur base des caractéres morphologiques. Ce phénoméne peut étre dii & une radiation trop récente des
espéces et/ou a une taille de population particuliérement large (Boom et al., 2021). Cependant, ceci
semble peu probable au vu du recouvrement important du séquengage effectué sur le plastome (~120
000 bp) et sur PADN nucléaire (~7 600 bp). A l'inverse, I'information fournie par les génes n’est
pas systématiquement identique. En effet, ceux-ci n’ont pas évolué de la méme maniére au sein du
genre. Ainsi, il est possible que I'observation d’une combinaison de génes provoque des contradictions

entrainant une phylogénie confuse.

Par ailleurs, l'introgression ou ‘introgressive hybridization’ est un phénoméne relativement com-
mun impliquant le transfert de génes d’une espéce a une autre (Eaton et al., 2015). L’apparition de
similitudes dans le plastome pourrait donc s’expliquer par des flux menant & des captures chloroplas-

tiques entre les espéces de Dialium 3 a 5 folioles.

De nombreuses études réalisées sur les espéces d’Heracleum soulignent la non-correspondance
entre la génétique et la taxonomie. Ceci pourrait étre di a l'utilisation de marqueurs génétiques in-
appropriés (Daemi-Saeidabad et al., 2020) ou & une radiation spécifique trop récente que pour laisser
une signature phylogénétique sur des marqueurs évoluant lentement (rDNA) ou facilement introgres-
sés (pDNA). Une approche de génétique des populations avec des marqueurs suffisamment variables
(microsatellites ) ou trés nombreux (SNP, single nucleotide polymorphysm) pourrait s’avérer utile pour
vérifier la corrélation entre la différenciation morphologique et la différenciation génétique. Ces répé-
titions au sein du génome suivent la loi de 'hérédité de Mendel et sont particuliérement abondantes.
Leur longueur varie généralement d’une espéce a l'autre et d'un individu a l'autre. Elles permettent
donc de connaitre les liens génétiques entre espéces et entre individus et ont déja prouvé leur efficacité

(Monthe et al., 2018).

4.4 Combien d’espéces d’Eyoum 7

4.4.1 Une nouvelle espéce de Dialium ?

Les individus nommés " D.cf.lopense" dans ce travail se distinguent nettement des autres taxons
étudiés, tant du point de vue morphologique que chimique. D’un point de vue génétique leur position

est moins claire. Les figures [I0] et [[7] montrent les différences entre cette morpho-espéce et D.lopense.
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FIGURE 16 — Illustrations photographiques de de D.cf.lopense (PW-CEB). (A) Fit, (B) Feuille, (C)
Tranche, (D) Fruits, (E) et (F) Face inférieur et face supérieur d’une foliole et (G) Herbier
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G

FIGURE 17 — Illustrations photographiques de de D.lopense (PW-CEB). (A) Fut, (B) Feuille, (C)
Fruits et (D) Tranche, (E) et (F) Face inférieur et face supérieur d'une foliole et (G) Herbier
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4.4.2 D. gossweileri, une espéce a réhabiliter ?

En début d’étude, I’hypothése de 'existence d’un nouveau morphotype nommée « MakuBlanc »
a été faite. Cependant, toutes les analyses effectuées dans ce travail suggérent qu’il s’agit de la méme
espéce que les « MakuRouges » assimilés au D.pachyphyllum. En effet, les analyses morphologiques
n’ont pas permis d’apporter de nouveaux critéres de différenciation. Les analyses chimio-métriques ne
font aucune différence entre les deux morphotypes. Il en est de méme pour les analyses génétiques
qui les regroupent. La principale différence observée entre les deux ‘morphotypes’ faisait référence a la
couleur interne de leur tranche, critére difficilement objectivable. Il n’est pas impossible que ce critére
soit influencé par la quantité et la couleur de I’exsudat, elle-méme influencée par la position sociologique
de l'individu dans le peuplement. En effet, 'influence du climat sur le flux de séve a déja été prouvée
(Cienciala et al., 2000), 'accés a la lumiére pourrait, lui aussi, avoir une incidence. Cependant, les
deux populations échantillonnées a la RBL semblent avoir les mémes proportions d’individus pour les

mémes classes de Dawkins (Annexe 7).

Le groupe de la RBL comprenant 'individus initialement D.gossweileri, il est donc possible que
cette espéce doive étre réhabilitée, Rojo (1982) considérant que la seule la pilosité des filaments des

étamines n’est pas un critére suffisant pour séparer cette espéce de D.pachyphyllum.

La figure [18] montrent un individu collecté dans & la PW-CEB et assimilés a D.pachyphyllum et
la Figure [19 montre les MakuRouge et MakuBlanc de la RBL.
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F

a”

FIGURE 18 — Illustrations photographiques de D.pachyphyllum (PW-CEB). (A) Fut, (B) Feuille, (C)
Fruits et (D) Tranche, (E) et (F) Face inférieur et face supérieur d’une foliole et (G) Herbier
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F1GURE 19 — Illustrations photographiques de D.pachyphyllum (PW-CEB). (A) Fat de MakuBlanc,
(B) Tranche de MakuRouge, (C) Tranche de MakuBlanc, (D) Feuille de MakuRouge, (C) Fruits de
MakuRouge et (F) Herbier de MakuRouge

4.4.3 D. angolense une espéce présente en forét dense humide ?

D’aprés Rojo (1982), D. angolense serait absent de notre zone d’étude car elle se limiterait
aux galeries forestiéres des milieux ouverts. Les individus identifiés comme étant des D.cf.angolense
dans cette étude l'ont été sur base des caractéristiques des feuilles trifoliolées. Néanmoins, 1'analyse
génétique n’a pas permis de les séparer des D.pachyphyllum. Des incertitudes demeurent donc quant

a l'identification certaine de l'espéce. La figure 20| illustre un individu attribué a D.cf.angolense.
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FIGURE 20 — Illustrations photographiques de de D.cf.angolense. (A) et (B) Fut, (C) Feuille, (D)
Tranche, (E) et (F) Face inférieur et face supérieur d’une foliole et (G) Herbier
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Cette étude souligne le manque d’informations relatives a I’écologie du genre. Il serait intéressant
d’approfondir les connaissances sur ce sujet afin de déterminer plus précisément les niches écologiques
de chaque morpho-espéce. Il serait également pertinent d’étudier la plasticité morphologique des Dia-
lium. En effet, des variations phénotypiques peuvent survenir au sein d’une méme espéce dont les

populations subissent des stress environnementaux différents (Guo et al., 2007).

4.4.4 D. aubrevilleir et D. polyanthum, une méme espéce ?

L’étude génétique a permis de différencier les individus dotés de 5 folioles d’Afrique de I’Ouest.
Selon Rojo (1982), D.aubrevillei et D.polyanthum sont une seule et méme espéce. Dans cette étude, un
seul individu attribué a D.polyanthum provenant du Gabon a été analysé. Il n’a pas été classé dans le
mémes groupes que les individus de D.aubrevillei et D.polyanthum d’Afrique de I’Ouest. Des analyses

intégrant davantage d’individus sont donc nécessaires.
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5 Conclusion

Cette étude avait pour objectif principal d’améliorer les connaissances taxonomiques du genre
Dialium en Afrique. Afin de répondre a cet objectif, elle s’est d’abord focalisée sur la recherche de ca-
ractéres phénotypiques (morphologiques et chimiques) permettant la caractérisation et 'identification
des différentes espéces du genre. Ensuite, une étude phylogénétique a été menée afin de mieux cerner la
délimitation génétique des espéces et des populations étudiées. Ce travail s’est principalement intéressé
au complexe d’espéces formé par les Dialium 3 & 5 folioles dont la systématique est particuliérement

confuse.

Le présent document a été scindé en trois volets impliquant trois types d’analyses complémen-
taires. D’une part, les analyses morphologiques ont permis d’éclaircir la délimitation des espéces au sein
du genre. Ainsi, de nombreux critéres, principalement morphométriques, se sont avérés intéressants et
permettent notamment de mettre en exergue l’existence d’un nouveau morphotype, le D.cf.lopense. Ce-
pendant, une description plus aboutie des D.cf.lopense devra étre menée afin de confirmer la présence
de cette nouvelle morpho-espéce et d’en étudier les causes de spéciation. Les résultats de cette analyse
ont été obtenus sur base de caractéres observables durant toute ’année, offrant ainsi un outil pratique
d’identification pour les acteurs de terrain. Par aprés, ’étude des spectres infra-rouges (FTIR) a tra-
vers I’élaboration d’un modéle prédictif particuliérement discriminant (taux de prédiction de 96% pour
les feuilles et 98% pour les écorces) a été effectuée. Cette analyse offre ainsi un moyen supplémentaire
d’identification efficace et relativement économique des morphotypes. Enfin, les phylogénies (rDNA et
pDNA), réalisées via un séquengage nouvelle génération (NGS), ont permises de mieux cerner la réalité
génétique du genre mais aussi d’émettre de nombreuses hypothéses qui devront faire ’objet d’études
plus approfondies. A travers ces trois volets, les connaissances taxonomiques du genre Dialium ont pu

étre largement améliorées.

Certains aspects de la systématique de ce genre restent toutefois encore flous et des études
supplémentaires sur un plus grand nombre d’échantillons devront étre effectuées. Une approche en
génétique des populations pourrait mener & de meilleurs résultats permettant, peut-étre, d’apporter
une série d’informations supplémentaires. De méme, I'observation des caractéristiques florales devra
étre menée et une révision taxonomique sur base des critéres morphologiques pourrait étre faite. Bien
que trés intéressantes, les analyses infra-rouges pourront étre améliorées en augmentant le nombre de
répétitions et la caractérisation de la composition chimique des espéces pourrait apporter de précieuses

informations supplémentaires.
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7 .1 Clé d’identification des Dialium de la région guinéo-congolaise (Bengono et

al. 2021)

13.
13.
14.
14.
15.

16.
16.

17.
18.
18,
19.

20.
21.

21.

Ll B o A

Arbre ; 5 sépales

Arbrisseau ; 6 sépales

3a 7 folioles

7 folioles et plus

Fruits glabres ou glabrescents

Fruits pubescents

5 étamines, boutons floraux avec une pilosité brune, espéce exclusivement congolaise

2
D. hexasepalum
3

16

4

7

D. pentandrum

2 étamines, boutons floraux avec pilosité blanche, espece d’Afrique centrale ou de I'Ouest 5

Arbre d’Afrique centrale
Arbre d’Afrique de I’Ouest

Généralement 5 folioles, parfois 3

Généralement 3 folioles, parfois 5

Face inférieure des folioles pubescente
Face inférieure des folioles glabrescente & glabre

445 folioles ; limbe obus au sommet,de 7 4 17 cm
de long et 3 a 7 cm de large, coriace a cartacé

547 folioles ; limbe longuement acuminé au sommet,
de 4 412 cm de long etde 1,54 3,5 cm de large, cartacé

Folioles de plus de 3 cm de long et de 1,5 em de large
Folioles plus petites
345 folioles, anthéres i apex pointu sur la face adaxiale

547 folioles, anthéres a apex réw, plus ou moins aplati
sur la face adaxiale

3 folioles
5 folioles (parfois de 34 7)

Folioles elliptiques & ovales, aigués au sommet, de
3-7 em de long ; gousse discoide, veloutée, noire

‘'olioles lancéolées, acuminées, de 5,5-10 em de long ;
Folioles | 1 de 5,5-10 cm de |
gousse obovoide, pubérulente, brune ; sépales persistants

Réseau de nervilles lache ou peu visible
Réseau de nervilles a mailles serrées
Folioles 3-5 x 34 cm

Folioles 7-8 x 3 cm

Gousses globulaires-obovales, Iégérement aplaties
avec sépales persistants ; filet des étamines glabre

Gousses sessiles, discoides a subglobulaires ;
filet des étamines poilus

Folioles 7-11

Folioles 11-21

Face inférieure des folioles pubescente

Face inférieure des folioles glabre

Réseau de nervilles serré et saillant, pas de points translucides
Réseau de nervilles lache, points translucides

Limbe ovale et aigu a oblong-elliptique et longuement
acuming : ovaire et gousse stipités, globulaires-aplatis
2 étamines ; | (ou 2) pétales

Limbe ovale ou lancéolé ; gousse sessile, ellipsoide

asommel et base aigus : 5 étamines ; 5 pélales

Limbe de plus de 7.5 cm de long et de 2,5 cm de large,
pas de points translucides

Limbe plus petit, points translucides
Réseau de nervilles trés apparent ; folioles claires
dessous ; ovaire sessile

Réseau de nervilles plus ou moins estompé ; folioles
ternes dessous ; ovaire stipité

6

D. aubrevillei (syn.
D. polyanthum selon
Rojo, 1982)

D. corbisieri (syn. D. polyanthum selon Rojo, 1982)

D. polyanthum (syn. D. pachyphyllum selon African
Plant Database, version 3 4.0.)

8
9
D. lopense

D. tessmannit

10
D. reygaertii
11

D. guineense

12

13

D.angolense

D. kasaiense (variélé de D.angolense selon Rojo,

1982)

14

15

D. pobeguinii

D. eurysepalum (syn. D. bipindense selon Rojo, 1982)
D. pachyphyllium

D. gossweileri (syn. de D. pachyphyllum selon Rojo,
1982)

17

D. dinklagei
18

20

19

D. bipindense
D. zenkeri

D. englerianum
21

D. excelsum

D. densiflorum (syn. D. zenkeri selon Rojo, 1982)

D. soyauxii (syn. D. zenkeri selon Rojo, 1982)
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7 ANNEXES

7 .2 Tableau récapitulatif reprenant I’ensemble des données utilisées dans les trois

analyses

Tableau 8 — Informations sur les individus utilisés. v' : Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce, v :
Séquengage réussi, v'* : Séquengage raté

ID Morphotypes Collecteur Coord. géo. Pays Morpho. Chim. Génét.
MR1  pachyphyllum  Ruwet M. 13,1000; -5,6230 RDC v
MR2  pachyphyllum Ruwet M.  13,1000; -5,6210 RDC v
MR3 MakuBlanc Ruwet M.  13,1010; -5,6220 RDC v
MR4  pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6220 RDC v
MR5 tessmannii Ruwet M.  13,1030; -5,6210 RDC v
MR6  pachyphyllum  Ruwet M. 13,1030; -5,6210 RDC v
MR7  pachyphyllum  Ruwet M. 13,1030; -5,6240 RDC v
MR8  pachyphyllum Ruwet M.  13,1030; -5,6240 RDC v
MR9 tessmannii Ruwet M.  13,1040; -5,6240 RDC v
MR10 MakuBlanc Ruwet M.  13,0970; -5,6270 RDC v
MR11 MakuBlanc Ruwet M.  13,1020; -5,6210 RDC v
MR12 pachyphyllum  Ruwet M.  13,0980; -5,6270 RDC v
MR13  pachyphyllum Ruwet M.  13,0980; -5,6260 RDC v
MR14  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0980; -5,6260 RDC v
MR15 pachyphyllum Ruwet M.  13,0990; -5,6270 RDC v
MR16 pachyphyllum  Ruwet M.  13,0990; -5,6260 RDC v
MR17 pachyphyllum  Ruwet M. 13,0990; -5,6270 RDC v
MR18 pachyphyllum  Ruwet M. 13,1010; -5,6260 RDC v
MR19 pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6270 RDC v
MR20 pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6270 RDC v
MR21  pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6280 RDC v
MR22  pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6270 RDC v
MR23  pachyphyllum  Ruwet M.  13,1020; -5,6280 RDC v
MR24  pachyphyllum Ruwet M.  13,0990; -5,6210 RDC v
MR25 pachyphyllum  Ruwet M.  13,1000; -5,6220 RDC v
MR26 MakuBlanc Ruwet M.  13,1020; -5,6220 RDC v
MR27  pachyphyllum  Ruwet M.  13,1020; -5,6220 RDC v
MR28  pachyphyllum  Ruwet M.  13,1030; -5,6220 RDC v
MR29 pachyphyllum  Ruwet M. 13,1020; -5,6210 RDC v
MR30  pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6210 RDC v
MR31 pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6210 RDC v
MR32  pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6210 RDC v
MR33  pachyphyllum Ruwet M.  13,1030; -5,6210 RDC v
MR34  pachyphyllum  Ruwet M.  13,1030; -5,6210 RDC v
MR35  pachyphyllum Ruwet M.  13,1030; -5,6220 RDC v
MR36 tessmannii Ruwet M.  13,1030; -5,6240 RDC v v v
MR37 pachyphyllum  Ruwet M. 13,0990; -5,6170 RDC v
MR38 pachyphyllum  Ruwet M. 13,0980;-5,6170 RDC v
MR39  pachyphyllum Ruwet M.  13,0980; -5,6170 RDC v
MRA40  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0980; -5,6170 RDC v
MR41  pachyphyllum  Ruwet M. 13,0990; -5,6170 RDC v v v
MR42  pachyphyllum Ruwet M.  13,0990; -5,6170 RDC v
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Tableau 9 — Informations sur les individus utilisés. v' : Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce, v :
Séquengage réussi, v'* : Séquengage raté

ID Morphotypes Collecteur Coord. géo. Pays Morpho. Chim. Génét.

MR43  pachyphyllum Ruwet M.  13,0990; -5,6160 RDC v

MR44  pachyphyllum Ruwet M.  13,1000; -5,6170 RDC v

MR45 MakuBlanc Ruwet M.  13,1000; -5,6160 RDC v

MR46  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0980; -5,6160 RDC v

MR47  pachyphyllum Ruwet M.  13,0990; -5,6230 RDC v v v
MR48  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0970; -5,6160 RDC v v
MR49  pachyphyllum Ruwet M.  13,0980; -5,6160 RDC v

MR50  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0980; -5,6160 RDC v

MR51  pachyphyllum Ruwet M.  13,0980; -5,6160 RDC v

MR52  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0980; -5,6160 RDC v

MR53  pachyphyllum Ruwet M.  13,0980; -5,6160 RDC v v v
MR54  pachyphyllum Ruwet M.  13,0980; -5,6160 RDC v

MR55  pachyphyllum Ruwet M.  13,0980; -5,6160 RDC v

MR56  pachyphyllum Ruwet M.  13,0980; -5,6150 RDC v

MR57  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0960; -5,6150 RDC v

MRA58  pachyphyllum Ruwet M.  13,0960; -5,6150 RDC v

MR59  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0960; -5,6150 RDC v

MR60  pachyphyllum Ruwet M.  13,0960; -5,6150 RDC v

MR61  pachyphyllum  Ruwet M.  13,0960; -5,6150 RDC v

MR62  pachyphyllum Ruwet M.  13,0960; -5,6150 RDC v

MR63 tessmannii Ruwet M.  13,0960; -5,6150 RDC v

MR64  pachyphyllum Ruwet M.  13,0960; -5,6140 RDC v

MR65  pachyphyllum Ruwet M.  13,0960; -5,6140 RDC v

MR66 tessmannii Ruwet M.  13,0960; -5,6140 RDC v v v
MR67  pachyphyllum Ruwet M.  13,0960; -5,6140 RDC v

MR68 MakuBlanc Ruwet M.  13,0960; -5,6130 RDC v

MR69  pachyphyllum Ruwet M.  13,0990; -5,6140 RDC v

MRT70 MakuBlanc Ruwet M.  13,0990; -5,6140 RDC v

MR71  pachyphyllum Ruwet M.  13,0990; -5,6150 RDC v

MR72 pachyphyllum  Ruwet M. 13,0980;-5,6150 RDC v

MR73  pachyphyllum  Ruwet M. 13,1020; -5,6100 RDC v

MR74 MakuBlanc Ruwet M.  13,1020; -5,6100 RDC v

MR75  pachyphyllum Ruwet M.  13,1020; -5,6100 RDC v

MRT76 MakuBlanc Ruwet M.  13,1020; -5,6100 RDC v

MR77  pachyphyllum Ruwet M.  13,1030; -5,6100 RDC v

MR78 pachyphyllum Ruwet M.  13,1040; -5,6100 RDC v

MR79 pachyphyllum  Ruwet M.  13,1040; -5,6110 RDC v

MR80  pachyphyllum Ruwet M.  13,1040; -5,6110 RDC v

MRS81  pachyphyllum  Ruwet M.  13,1040; -5,6110 RDC v

MR82  pachyphyllum Ruwet M.  13,1040; -5,6110 RDC v

MRS83  pachyphyllum  Ruwet M.  13,1050;-5,6110 RDC v

MR84 pachyphyllum  Ruwet M.  13,1050; -5,6120 RDC v

MR85 pachyphyllum  Ruwet M.  13,1050;-5,6120 RDC v

MR86  pachyphyllum Ruwet M.  13,1050; -5,6120 RDC v

MRS&7  pachyphyllum Ruwet M.  13,1060; -5,6120 RDC v
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Tableau 10 — Informations sur les individus utilisés. v* : Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce,
v’ : Séquengage réussi, v'* : Séquengage raté

ID Morphotypes Collecteur Coord. géo. Pays Morpho. Chim. Génét.
MRS88  pachyphyllum Ruwet M.  13,1050; -5,6130 RDC v
MR89  pachyphyllum Ruwet M. 13,1050, -5,6150 RDC v
MR90  pachyphyllum Ruwet M.  13,1050; -5,6140 RDC v
MR91  pachyphyllum Ruwet M.  13,1050; -5,6140 RDC v
MR92  pachyphyllum Ruwet M.  13,1050; -5,6130 RDC v
MR93 MakuBlanc Ruwet M. 13,1060, -5,6120 RDC v v v
MR94  pachyphyllum Ruwet M.  13,1060; -5,6120 RDC v
MR95  pachyphyllum Ruwet M.  13,1060; -5,6120 RDC v
MR96  pachyphyllum Ruwet M. 13,1070, -5,6160 RDC v
MR97  pachyphyllum Ruwet M.  13,1070; -5,6160 RDC v
MR98  pachyphyllum Ruwet M. 13,1070, -5,6160 RDC v
MR99  pachyphyllum Ruwet M.  13,1080; -5,6160 RDC v
MR100 MakuBlanc Ruwet M. 13,1070, -5,6160 RDC v v v
MR101  pachyphyllum Ruwet M.  13,1070; -5,6190 RDC v v v
MR102  pachyphyllum Ruwet M.  13,1070; -5,6200 RDC v
MR103  pachyphyllum Ruwet M.  13,1070; -5,6190 RDC v
MR104  pachyphyllum Ruwet M.  13,1070; -5,6190 RDC v
MR105 pachyphyllum Ruwet M.  13,1080; -5,6190 RDC v
MR106 pachyphyllum Ruwet M.  13,1070; -5,6190 RDC v
MR107  pachyphyllum Ruwet M. 13,1070, -5,6190 RDC v
MR108  pachyphyllum Ruwet M.  13,1070; -5,6190 RDC v
MR109 pachyphyllum Ruwet M. 13,1070, -5,6200 RDC v
MR110  pachyphyllum Ruwet M.  13,1070; -5,6200 RDC v
MR111  pachyphyllum Ruwet M.  13,1060; -5,6190 RDC v
MR112  pachyphyllum Ruwet M.  13,1060; -5,6180 RDC v
MR113  pachyphyllum Ruwet M.  13,1050; -5,6180 RDC v
MR114  pachyphyllum Ruwet M.  13,1050; -5,6190 RDC v
MR115 MakuBlanc Ruwet M.  13,1030; -5,6200 RDC v
MR116 pachyphyllum Ruwet M.  13,1040; -5,6220 RDC v
MR117  pachyphyllum Ruwet M.  13,1050; -5,6230 RDC v
MR118 MakuBlanc Ruwet M.  13,1010; -5,6220 RDC v v v
MR119 excelsum Ruwet M.  13,1010; -5,6220 RDC v
MR120 pachyphyllum Ruwet M. 13,1170, -5,6120 RDC v v v
MR121 pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6120 RDC v
MR122 MakuBlanc Ruwet M. 13,1170, -5,6120 RDC v
MR123  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6120 RDC v
MR124 MakuBlanc Ruwet M.  13,1170; -5,6120 RDC v
MR125  pachyphyllum Ruwet M.  13,1180; -5,6110 RDC v
MR126 pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6120 RDC v
MR127  pachyphyllum Ruwet M.  13,1180; -5,6110 RDC v
MR128  pachyphyllum Ruwet M.  13,1180; -5,6110 RDC v
MR129 pachyphyllum Ruwet M. 13,1180, -5,6110 RDC v
MR130 pachyphyllum Ruwet M.  13,1180; -5,6110 RDC v
MR131  pachyphyllum Ruwet M. 13,1180, -5,6110 RDC v v v
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Tableau 11 — Informations sur les individus utilisés. v* : Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce,
v’ : Séquengage réussi, v'* : Séquengage raté

ID Morphotypes Collecteur Coord. géo. Pays Morpho. Chim. Génét.
MR132 pachyphyllum Ruwet M.  13,1180; -5,6120 RDC v
MR133  pachyphyllum Ruwet M. 13,1180, -5,6120 RDC v
MR134 MakuBlanc Ruwet M.  13,1180; -5,6120 RDC v v v
MR135 pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6110 RDC v
MR136  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170;-5,6110 RDC v
MR137  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6110 RDC v
MR138  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6110 RDC v
MR139 MakuBlanc Ruwet M.  13,1170; -5,6110 RDC v
MR140 pachyphyllum Ruwet M. 13,1170, -5,6110 RDC v
MR141 MakuBlanc Ruwet M.  13,1170; -5,6110 RDC v
MR142  pachyphyllum Ruwet M. 13,1170, -5,6110 RDC v
MR143 MakuBlanc Ruwet M. 13,1170, -5,6120 RDC v
MR144  pachyphyllum Ruwet M. 13,1170, -5,6110 RDC v
MR145 pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6110 RDC v
MR146 MakuBlanc Ruwet M.  13,1170; -5,6110 RDC v
MR147 MakuBlanc Ruwet M.  13,1170; -5,6100 RDC v
MR148  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6110 RDC v
MR149  pachyphyllum Ruwet M.  13,1160; -5,6100 RDC v
MR150 excelsum Ruwet M.  13,1160; -5,6100 RDC v v v
MR151  pachyphyllum Ruwet M. 13,1160, -5,6100 RDC v
MR152  pachyphyllum Ruwet M.  13,1160; -5,6110 RDC v
MR153 pachyphyllum Ruwet M. 13,1160, -5,6110 RDC v
MR154  pachyphyllum Ruwet M.  13,1160; -5,6110 RDC v
MR155  pachyphyllum Ruwet M. 13,1160, -5,6110 RDC v
MR156  pachyphyllum Ruwet M.  13,1160; -5,6100 RDC v
MR157 pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6100 RDC v
MR158  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6100 RDC v
MR159 MakuBlanc Ruwet M. 13,1170, -5,6110 RDC v
MR160  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6100 RDC v
MR161  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6100 RDC v
MR162 pachyphyllum  Ruwet M. 13,1170; -5,6100 RDC v
MR163  pachyphyllum Ruwet M.  13,1170; -5,6100 RDC v
MR164 pachyphyllum Ruwet M. 13,1160, -5,6100 RDC v
MR165 pachyphyllum Ruwet M.  13,1040; -5,6210 RDC v
MR166 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6190 RDC v
MR167 tessmannii Ruwet M.  13,0980; -5,6190 RDC v
MR168 tessmannii Ruwet M.  13,0980; -5,6180 RDC v
MR169 tessmannii Ruwet M.  13,0980; -5,6180 RDC v
MR170 tessmannii Ruwet M.  13,0980; -5,6180 RDC v
MR171 tessmannii Ruwet M.  13,0980; -5,6180 RDC v v v
MR172 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6180 RDC v v v
MR173 tessmannii Ruwet M. 13,0990, -5,6180 RDC v
MR174 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6180 RDC v
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Tableau 12 — Informations sur les individus utilisés. v* : Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce,
v’ : Séquengage réussi, v'* : Séquengage raté

ID Morphotypes Collecteur Coord. géo. Pays Morpho. Chim. Génét.
MR175 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6180 RDC v
MR176 tessmannii Ruwet M. 13,0990, -5,6180 RDC v v v
MR177 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6190 RDC v
MR178 tessmannii Ruwet M. 13,0990, -5,6190 RDC v
MR179 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6180 RDC v
MR180 tessmannii Ruwet M. 13,0990, -5,6190 RDC v
MR181 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6190 RDC v
MR182 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6190 RDC v
MR183 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6190 RDC v
MR184 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6190 RDC v
MR185 tessmannii Ruwet M. 13,0990, -5,6190 RDC v
MR186 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6190 RDC v
MR187 excelsum Ruwet M. 13,0990, -5,6190 RDC v
MR188 tessmannii Ruwet M.  13,0990; -5,6190 RDC v
MR189 excelsum Ruwet M. 13,1020, -5,6270 RDC v v v
MR190 excelsum Ruwet M.  13,1020; -5,6270 RDC v v v
MR191 tessmannii Ruwet M. 13,1000, -5,6270 RDC v
MR192 tessmannii Ruwet M.  13,0970; -5,6260 RDC v
MR193 pachyphyllum Ruwet M.  16,4730; -2,5520 RDC v v v
MR194  pachyphyllum Ruwet M. 16,4740, -2,5520 RDC v
MR195 pachyphyllum Ruwet M.  16,4740; -2,5520 RDC v
MR196 pachyphyllum Ruwet M. 16,4740, -2,5510 RDC v
MR197 pachyphyllum Ruwet M.  16,4740; -2,5520 RDC v Ve v
MR198  pachyphyllum Ruwet M. 16,4740, -2,5520 RDC v
MR199 pachyphyllum Ruwet M.  16,4740; -2,5520 RDC v
MR200 pachyphyllum Ruwet M.  16,4740; -2,5520 RDC v
MR201  pachyphyllum Ruwet M.  16,4740; -2,5510 RDC v
MR202  pachyphyllum Ruwet M.  16,4800; -2,5480 RDC v
MR203  pachyphyllum Ruwet M.  16,4800; -2,5480 RDC v
MR204  pachyphyllum Ruwet M.  16,4800; -2,5480 RDC v v v
MR205 pachyphyllum  Ruwet M.  16,4800; -2,5480 RDC v v v
MR206 pachyphyllum Ruwet M.  16,4800; -2,5480 RDC v
MR207  pachyphyllum Ruwet M. 16,4800, -2,5480 RDC v
MR208  pachyphyllum Ruwet M.  16,4810; -2,5480 RDC v
MR209 pachyphyllum Ruwet M. 16,4810, -2,5480 RDC v
MR210  pachyphyllum Ruwet M.  16,4810; -2,5480 RDC v
MR211  pachyphyllum Ruwet M.  16,4810; -2,5480 RDC v
MR212  pachyphyllum Ruwet M.  16,4810; -2,5480 RDC v
MR213 zenkeri Ruwet M. 16,4770, -2,6010 RDC v v v
MR214 zenkeri Ruwet M.  16,4760; -2,6010 RDC v
MR215 zenkeri Ruwet M. 16,4760, -2,6010 RDC v
MR216 zenkeri Ruwet M. 16,4760, -2,6010 RDC v v v
MR217 zenkeri Ruwet M. 16,4760, -2,6010 RDC v
MR218 zenkeri Ruwet M. 16,4760, -2,6010 RDC v
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Tableau 13 — Informations sur les individus utilisés. v' : Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce,
v’ : Séquengage réussi, v'* : Séquengage raté

ID Morphotypes Collecteur Coord. géo. Pays Morpho. Chim. Génét.
MR219 zenkeri Ruwet M. 16,4890 ; -2,6290 RDC v
MR220 zenkeri Ruwet M. 16,4940 ; -2,6270 RDC v
MR221 zenkeri Ruwet M. 16,4950 ; -2,6270 RDC v v'e v
MR222 zenkeri Ruwet M. 16,4950 ; -2,6270 RDC v
MR223 zenkeri Ruwet M. 16,4950 ; -2,6260 RDC v v v
BD1 pachyphyllum  Bengono&Doucet 13,0696; -0,5361  Gabon v vV v
BD2 cf.lopense Bengono&Doucet  13,0835; -0,5241  Gabon v vV v
BD3 cf.lopense Bengono&Doucet  13,0982; -0,5661  Gabon v vV v
BD4 cf.lopense Bengono&Doucet 13,0778, -0,5311  Gabon v vV© Véa
BD5 angolense Bengono&Doucet 13,0843 ; -0,5194  Gabon v vV© v
BD6 lopense Bengono&Doucet  13,2092; -0,5212  Gabon v vV v
BD7 lopense Bengono&Doucet 13,0269 ; -0,5099  Gabon v vV vE
BDS8 cf.lopense Bengono&Doucet  13,0996; -0,5112  Gabon v vV v
BD9 cf.lopense Bengono&Doucet  13,1011; -0,5123  Gabon v vV v
BD10 cf.lopense Bengono&Doucet  13,1027; -0,5142  Gabon v vV v
BD11 cf.lopense Bengono&Doucet  13,1155; -0,5089  Gabon v vV vE
BD12 cf.lopense Bengono&Doucet  13,1145; -0,5029  Gabon v v v
DIAO1 angolense Wieringa J.J. - Gabon v v
DIAO2 angolense - - v
DIAO03 angolense Wieringa J.J. 12,9822 ; -0,7180  Gabon Vea
DIAO4 angolense Meerts P. 28,5403 ; -10,9272 RDC v v
DIAO05 lopense de Wilde 11,5867 ; -0,1767  Gabon v v
DIAO6 lopense Breteler F.J. 11,9167, -0,6833  Gabon v v
DIAO7 lopense - - - v
DIAOS lopense Wieringa J.J. 13,1133, -0,6917  Gabon v v
DIA09 pachyphyllum - 25,0000 ; 0,0000 RDC v v
DIA10 pachyphyllum - 27,5214 ;-2,1097  RDC v v
DIA11 pachyphyllum Wieringa J.J. 13,0014 ; -0,7000  Gabon v v
DIA12 pachyphyllum Wieringa J.J. 10,4510; -2,6595  Gabon v v
DIA13 polyanthum Breteler F.J. 13,0000 ; -0,6667 Gabon v v
DIA14 polyanthum Jongkind - Liberia vE
DIA15 polyanthum McPherson G. - Guinée v
DIA16 polyanthum McPherson G. - Guinée v
DIA17 polyanthum Ehoarn 10,5711, -0,7208 Gabon v vF
Wierb221 lopense - - v
Bash&kisi5 angolense - - v
Wierd617 angolense - - v
Lol cf.lopense Doucet R. 12,8531; -0,6658  Gabon v v v
L02 cf.lopense Doucet R. 12,8500 ; -0,6569  Gabon v v v
L03 lopense Doucet R. 12,8458 ; -0,6586  Gabon v v v
L04 cf.lopense Doucet R. 12,8411 ; -0,6589  Gabon v v v
L05 cf.lopense Doucet R. 12,8475, -0,6542  Gabon v v v
ANO1 angolense Doucet R. 13,3339 ; -0,8625 Gabon v v v
ANO02 pachyphyllum Doucet R. 13,3339; -0,8622  Gabon v v v
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Tableau 14 — Informations sur les individus utilisés. v* : Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce,
v’ : Séquengage réussi, v'* : Séquengage raté

1D Morphotypes Collecteur Coord. géo. Pays Morpho. Chim. Génét.
ANO3 angolense Doucet R. 13,3328 ; -0,8619 Gabon v v v
ANO04 angolense Doucet R. 13,3328 ; -0,8597 Gabon v v v
ANO5 angolense Doucet R. 13,3328 ; -0,8597 Gabon v v v
oVl pachyphyllum Doucet R. 13,3789 ; -0,7224 Gabon v v
ov2 angolense Doucet R. 13,3789 ; -0,7205 Gabon v v
OoVvs3 pachyphyllum Doucet R. 13,3793, -0,7213 Gabon v v
OoV4 pachyphyllum Doucet R. 13,3785 ; -0,7220 Gabon v v
OV5 pachyphyllum Doucet R. 13,3757, -0,7268 Gabon v v
OV6 pachyphyllum Doucet R. 12,8980 ; -0,7195 Gabon v v
ov7 lopense Doucet R. 12,8977, -0,7197 Gabon v v
ovs pachyphyllum Doucet R. 12,8907 ; -0,7128 Gabon v v
ov9 cf.lopense Doucet R. 12,8872 -0,7124 Gabon v v
OoVv10 pachyphyllum Doucet R. 12,8857 ; -0,7144 Gabon v v
ov11 pachyphyllum Doucet R. 12,9704 ; -0,7307 Gabon v v
OoVv12 cf.lopense Doucet R. 12,9700 ; -0,7298 Gabon v v
OovV13 pachyphyllum Doucet R. 12,9689 -0,7330 Gabon v v
OV14 cf.lopense Doucet R. 12,9686 ; -0,7326 Gabon v v
OV15 cf.lopense Doucet R. 12,9687 ; -0,7325 Gabon v v
Stij384 angolense Stijk Gabon v
Bret10753 angolense Breteler Gabon v
Bret11125 angolense Breteler Gabon v
Bret10485 angolense Breteler Gabon v
Stev4766 angolense Stevart Gabon v
Wierb220 angolense Wieringa Gabon v
Bret15121 angolense Breteler Gabon v
Wierb582 angolense Wieringa Gabon v
Wier2395 angolense Wieringa Gabon v
Bret14936 lopense Breteler Gabon v
Bret15123 lopense Breteler Gabon v
Douc403 lopense Doucet Gabon v
Wilk1524 lopense Wilk Gabon v
McPh16244 lopense McPherson Gabon v
McPh15801 lopense McPherson Gabon v
McPh15800 lopense McPherson Gabon v
Leeul2116 polyanthum Leeuwenberg Cote d’Ivoire v
McPh21410 polyanthum McPherson Guinea v v
McPh21470 polyanthum McPherson Guinea v v
Bida1399 polyanthum Bidault Gabon v
Vers528 corbisieri Verstraete RDC v v
Vers534 corbisieri Verstraete RDC v
McPh15736  pachyphyllum McPherson Gabon v v
Wier2157 angolense Wieringa Cameroon v
Wier2112 angolense Wieringa Cameroon v
Hard2142 angolense Harder Zambia v
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Tableau 15 — Informations sur les individus utilisés. v* : Spectre sur feuille, v'° : Spectre sur écorce,
v’ : Séquengage réussi, v'* : Séquengage raté

ID Morphotypes Collecteur Coord. géo. Pays Morpho. Chim. Génét.
Pope2195 angolense Pope Zambia v
Eans2678 angolense Eanshawe Zambia v
Bren8047 angolense Brenan Zambia v
Rich12672 angolense Richards Zambia v
Fans3892 angolense Fanshawe Zambia v
Whit3096 angolense White Zambia v
CoBal.1078 polyanthum Corbisier-Baland RDC v
Gere7553 corbisieri Gereau RDC v
CoBal.1642 tessmannii Corbisier-Baland RDC v
Wier6197 tessmannii Wieringa Gabon v
Loui2315 pachyphyllum Louis RDC v
Germ7324  pachyphyllum Germain RDC vE
Gilb30 pachyphyllum Gilbert RDC v
Burgl1490 pachyphyllum van der Burgt - v
Adam28842  pachyphyllum Adam Liberia v
Zenk2360 pachyphyllum Zenker Cameroon v
Brie78 pachyphyllum de Briey J. RDC v
Stan1400 pachyphyllum Staner RDC v
Donil588 pachyphyllum Donis RDC v
Dubo745 pachyphyllum Dubois RDC v
Test 7755 pachyphyllum Le Testu Gabon v
GhesT106 polyanthum Ghesquiére RDC v
vra2575 angolense Evrard RDC v
Gill383 angolense Gillardin RDC v
Roby1886 angolense Robyns W. RDC v
Loui2881 excelsum Louis J. RDC v
Pier3270 excelsum Pierlot R. RDC v
Burgl513 excelsum Van der Burgt RDC v
Laur797 zenkeri Laurent M. RDC v
Zenk3770 zenkeri Zenker Cameroon v
Douc6066 zenkeri Doucet J.L. Gabon v
Loui321 soyauxii Louis A.M. Gabon v
Test1619 soyauxii LeTestu G. Gabon v
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7 .3 Fiche de terrain : Caractérisation morphologique
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7

ANNEXES
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Comparaisons multiples des moyennes des variables morphologiques quanti-
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7 .5 Détails des manipulations génétiques

Une réparation terminale, adénylation et ligature des fragments a été réalisée en utilisant ’enzyme
NEB (New England Biolabs, Beverly, USA). Les fragments de taille extréme ont ensuite été retirés
(>600 bp et <200 bp) grace au AMPure XP protocol (Agencourt). S’en sont suivies des mesures
de vérification au Qubit et un controle de la qualité au QIAxcel. Chaque échantillon a été marqué
a l’aide d’adaptateur indexé de 6 bp en suivant le protocole de Rohland et al. (2012). Les librairies
génomiques ont été amplifiées avec le NEBNext Ultra I Q5 Master Mix et une PCR a été effectuée
afin d’obtenir la librairie génomique finale. Les librairies de concentration voisine ont ensuite été

regroupées. D’autre part, la qualité et la quantité ont été vérifiées suite & une derniére purification
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des diméres a l’aide de billes SPRI.

7 .6 Détails des paramétres du modéle GTR pour la construction de ’arbre via

MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012)

T Tree *

£~ Geneious Tree Builder Consensus Tree Builder ££ RAxML | MrBayes

[ ] use custom command block Edit command block ?

Don't import raw trees |

Substitution Model: GTR N Rate Variation: gamma v
Outgroup: MN604403_Distemonanthus Gamma Categories: 45
MCMC Settings
Chain Length: 27,0008 Subsampling Freq: 200 5
Heated Chains: 45 Burn-in Length: 7,000/5
Heated Chain Temp: 0.2'% Random Seed: 28,4315
Priors
(@) Unconstrained Branch Lengths: GammaDir ( 15, 0.1, 15, 1)
() Molecular Clock with Uniform Branch Lengths: Gamma ( 15 . 1551)
Shape Parameter: Exponential ( 105)

If you publish MrBayes 3.2.6 results, please cite Huelsenbeck and Ronquist (2001) Bicinformatics, 17:754-755.
This plugin was developed by Marc Suchard and the Geneious team.

[ ] Custom MrBayes executable: |Programbata\Geneious\plugins\mrbayes.plugin.MrBayesPlugin\mb3_2_6_win32.exe Change...

-3 | oK || Cancel
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7 .7 Proportion du statut social (Indice de Dawkins) pour les MakuBlanc et les

D.pachyphyllum
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FIGURE 21 — Histogramme du nombre du pourcentage d’individus en fonction de son statut social
(Indice de Dawkins) et par morphotypes
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