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Glossaire

Glossaire

ADN (Acide désoxyribonucléique): Support biochimique de l'information génétiqueez
tous les étres vivants.

Amplicons: Produit d'une réactionathplification d'ADN

Amorce : oligonucléotide (ADN simple brin) de quelquessés (5-30 en général) servant
d’initiation a I'amplification génique par la Taglymérase.

Barochore: Dissémination des fruits ou des graines soufuénce de la pesanteur

Base(base azotée) : I'ADN et 'ARN comportent chacubbades différentes A (Adénine), C
(Cytosine), G (Guanine) et T (Thymine).

Biologie moléculaire : Branche de la science qui s'occupe de I'ADN, deses des
chromosomes.

Biotechnologie: Application des techniques actuelles, par exenaplutilisation d'ADN, en
vue de modifier et d'améliorer des systemes bigloeg.

Caractere : Tout élément distinct observable chez un indiyigue ce soit par les examens
physiques, biologiques ou autres. Leur ensemblstitoe le phénotype.

Clone : Groupe de cellules ou d'individus issus d'unemméinité ancestrale par simple
multiplication végétative. Les membres d'un cloaetsn principe génétiguement identiques
(sauf en cas de mutations).

Dénaturation d'acide nucléique: Conversion d'acide nucléique de I'état doubie &rl'état
simple brin.

Diversité : Variabilité

Electrophorese: Technique de séparation de molécules (proténeacides nucléiques) en
fonction de leur poids moléculaire et/ou de leuargle €lectrique, par une migration a travers
un support et sous l'effet d'un champ électrique,

Enzyme : Protéine (ou ARN) catalysant une réaction chimiglLes enzymes sont
indispensables a la réalisation de la plupart dextions biochimiques dans la cellule.
Chacune a une activité spécifique : inhiber, déxtien ou accélérer une réaction, couper ou
lier des molécules particuliéres...

Enzyme de restriction: enzyme bactérienne qui coupe la chaine d'ADMNresite précis.
Extrémité 3’ : Fin d’'une chaine de polynucleotides, dans 'ABDINI'ARN, la polymérisation

se faisant dans le sens 5’-phosphate 3’-OH, 3" étant les numéros des carbones du sucre
impliqués dans la liaison phosphodiester.
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Extrémité 5’ : Commencement d’'une chaine de polynucleotidess HtADN ou I'ARN, la
polymérisation se faisant dans le sens 5-phospBa@H, 3’ et 5’ étant les numéros des
carbones du sucre impliqués dans la liaison phalesier.

Fragment de restriction : Polynucléotide produit par digestion d'un ADN'@de d'une
enzyme de restriction.

Gene: Unité de transmission héréditaire de l'informatgénétique. Un géne est un segment
d'ADN (ou d'ARN chez virus), situé a un locus psésur un chromosome, qui comprend la
séquence codant pour une protéine, et les séquguices permettent et régulent I'expression.

Génétigue: discipline biologique consacrée a I'étude dés die I'hérédité.

Génome: Ensemble du matériel génétique présent dansunkades cellules d'un individu.
Patrimoine héréditaire d'un individu.

Génome chloroplastique: ensemble du matériel génétique extranucléairseptéau sein du
chloroplaste.

Génotype : Ensemble des caracteres génétiques d'un indi8da expression conduit au
phénotype.

In vitro : qui se déroule en dehors d'un étre vivant (ew)yi¢'est-a-dire en laboratoire (in
vitro).

Kilobase (kb) : unité de longueur pour les acides nucl&guguivalent a mille paires de
base.

Layon: sentier forestier
Locus : emplacement précis d'un géne particulier sushuomosome.

Marqueur génétique: Facteur génétique pouvant étre identifié etis€rweconnaitre des
genes ou des caracteres localisés mais difficilendentifiables.

Nucléotide : Constituant élémentaire de I'ADN et de I'ARN,mpmsé d'un sucre
(désoxyribose ou ribose), d'un phosphate et d'ase bzotée.

Paire de base (pb): Les deux brins séparés d'une double hélice d#anucléique sont
associés ensemble par des liaisons hydrogenedigpésientre une purine et une pyrimidine,
provenant chacune d'un brin. La base A est assaciédans I'ADN (a U dans I'ARN); alors
gue G est associée a C dans I'ADN et dans I'ARNIlobgueur d'une molécule d'acide
nucléique est exprimée en nombre de paires de baske contient.

PCR (Polymerase Chain Reaction) : Réaction de polya#gan en chaine. Technique
d’amplification enzymatique (utilisant la Taq polgnase) in vitro d’'un fragment d’ADN a

partir d’amorces nucléotidiques spécifiques, petametd obtenir un trés grand nombre de
copies de ce fragment.
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PCR-RFLP : Technique de marquage moléculaire utilisantelesymes de restriction pour
hydrolyser un fragment d’ADN amplifié afin de réméun polymorphisme de séquence.

pH : Mesure logarithmique de I'acidité/alcalinité déusolution. Un pH de 7 est neutre (ex.
eau pure), alors qu'en dessous de 7, le pH est atieh dessus de 7, il est alcalin.

Phénotype : Tout caracteres observables sur un individu,résulte des effets de
environnement sur un génotype donné.

Photosynthese: Phénomene physiologique des plantes vertes gusiste a transformer
I'énergie lumineuse rayonné par le soleil en émechimique stable.

Polymérase: Enzyme qui catalyse la formation de polymergsadir de monomeres. Une
ADN-polymérase synthétise 'ADN a partir de déoxgtgosides triphosphates en utilisant un
brin complémentaire d'ADN et une amorce.

Protéine : Molécule composée d'un enchainement d'acideséamies protéines remplissent
différentes fonctions dans la cellule, notammert fbmctions de structure et des fonctions
enzymatiques (voir enzyme).

Pubescent Couvert de poils fins, doux et courts.

Rhumatisme Maladie de dégénérescence articulaire et pécuatire, n'évoluant pas vers la
suppuration.

Séquence d’ADN: enchainement ordonné des nucléotides

Séquence palindromique palindrome : Courte séquence d’ADN ayant la propriété d'étre
identique, qu’elle soit lue de gauche a droite eudite a gauche (en commencant toujours
par 'extrémité 5’ de ’ADN).

Site de restriction: Séquence d'ADN, cible d'une enzyme de restrictio

Tag polymérase: ADN polymérase thermoresistante, extraite deb#ectérie Thermus
aquaticus utilisée pour les amplifications d’ADN par PCRa température optimale pour
cette enzyme est d’environ 72°C.

Thermophile : Organisme adapté aux hautes températures.

Tube treff: petit tube a fond conique ou rond de 1.5ml & 2ml

Variabilité : Caractére de ce qui est variable

Variabilité génétique : ensemble du polymorphisme génétique observé exdividu.

Variété : Définition taxinomique désignant la catégoriesméure au rang des especes.
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°C: Degré Celsius

pl: Microlitre
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ADN: Acide Desoxyribonucléotides

APS: Ammonium PeroxodiSulfate
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CIAA : Chloroforme/Alcool iso-amylique
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mn, ': Minute

NCBI: National Center for Biotechnology Information
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pb: Paire de base

PCR: Polymerase Chain Reaction
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RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphisme
SE Small Fragment

T: Thymine

t°: température
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Introduction

Le taux d'endémicité de la flore et de la faunegaehe s'éleve a environ 80%
(Andrianoelina etal., 2006, Rasoanaivo, 1990). Les especes foresticodgeend leur
importance a leur utilisation, pouvant étre a djore d'une menace de surexploitation des
ressources.

En effet ces essences sont en grande partie aeteplmédicinales, comprenant entre
autres des espéeces aromatiques qui sont utilisgéesrt médecine moderne que traditionnelle.
L'engouement des pays développés au retour a & sante a incité les exploitants a
s'intéresser de nouveau a ces plantes, notamR@v#nsara aromaticdTuley de Silva,
1996).

Ravensara aromatic&onnerat, famille des Lauraceae, espece endérdele forét
tropicale humide sempervirente, de moyenne altjtutdans le centre Est de Madagascar
(Humbert, 1950) possede des vertus stimulantesiviratgs et décongestionnantes
probablement dues aux différents composés chimiguesents dans son huile essentielle.
Cette derniere est mise en vente sur le marcleénetionale, via les sites web spécialisés
depuis une dizaine d’année. Cependant ces prodeitsont pas encore standardisés et la
composition chimique de chaque flacon est variabdme pour un distributeur
(Andrianoelisoa, non publié).

A lissue de cette constatation, des analyses ldh@ssentielles de. aromaticaont
été effectuées par Andrianoelisoaakf 2006 issues d'individus de différentes populatides
la région de Moramanga afin de déceler les diffia®rcompositions chimiques ou types
chimiques caractérisant R aromaticalLes analyses ont été menées par Chromatographie e
Phase Gazeuse ou CPG et quatre (4) types chimipiegté deéfinis suivant le ou les
composants majoritaires rencontrés dans l'extitaitlé dont :

- Type chimique 1 a dominance methyl chavicol

- Type chimique 2 dominé par methyl eugenol

- Type chimique 3 dont les composés majoritaires gertpinéne, limonene
- Type chimique 4 caractérisé par sabinene, lintdghinéne

Dans le présent travail, nous nous sommes prombétiglier la variabilité chimique
deR. aromaticad’un individu a un autre au sein d’une populatbrégalement entre site. Les
corrélations pouvant exister entre variabilité digue, diversité génétique et caractéristiques
des sites de collectes ont été considérées.

Afin de répondre a ces questions, nous avons cteisiavailler dans trois (3) zones

forestieres du centre Est de Madagascar dont Rdgpana et Anosibe an'Ala.
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Ainsi notre objectif a été d'établir les cartesréeartition des individus deavensara
aromaticaavec leurs types chimiques, dans les sites chaisisein d'une population.

La variabilité génétique a été étudiée avec lartegie de marquage moléculaire PCR
RFLP (Polymerase Chain Reaction, Restriction Feagniength Polymorphism). Cette
technique permet I'étude directe de I'ADN, le supgde l'information génétique des especes.

Trois parties seront abordées dans ce travaitleszription du matériel végétal et des

méthodes appliquées, suivi des résultats obteniss latdiscussion.
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A. Ravensara aromatica Sonnerat

A.l Systématique
Regne : Végétale
Sous-regne : Métaphytes
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Magnoliidae
Ordre : Laurales
Famille : Lauraceae
Genre :Ravensara
espece raromatica
Auteur : Sonnerat
Noms vernaculaires . Avozo (Bezanozano, Betsimisaraka), Havozo (%ika,

Bezanozano, Tanala), Hazomangidy (Bezanozano, rBietsiaka), Hazomanitra
(Bezanozano), Hazomanga (Betsimisaraka, BezanoZBamwgla, Taimoro), Laposinty ou
llaposity (Merina, Bazanozano), Ravintsara (Betsaraka, Tsimihety, Taisaka),
Tavolomanitra (Tanala), Voaravintsara (Betsimisajakoix de girofle, 4 épices

L'especeRavensara aromaticarésente plusieurs synonyn{&ostermans A.G.H., 1958)
Agathophyllum aromaticurwilld,
Agathophyllum ravesara Mirbel,
Evodia aromaticaPoiret,
Evodia ravensar&aetner,
Laurus aromaticeBaillon,

Ravensara anisatBanguy.
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Al Description morphologique (Humbert, 1950)

Ravensara aromatica&st un arbre dont I'écorce, les feuilles et lestdrsont tres
odorants. La plante est trés appréciée pour laugtmh d'essence et surtout comme
condiments. L'espece fait partie de l'appellatiommerciale "quatre épices" car leur parfum
rappelle a la fois le laurier, le girofle, la cahaet I'anis.

Dans les anciennes littératures, la confusiont @aservée entre I€innamomum
camphoraou Ravintsara et IRavensara aromaticau Hazomanitra qui appartiennent a deux

genres différents, de la méme famille.

A.ll.1. Appareil végétatif

Ravensara aromaticast un arbre de 18 & 20 m de haut. Son tronc @si e contre
fort a I'dge adulte. Ses rameaux sont glabresnditjues et possedent des bourgeons
pubescents. Son écorce épaisse est parsemée dmelllentrougeatres. Elle est trés
aromatique, a goQt amer et brdlant. Son bois esbdkeur blanc jaunatre, il n'est pas exploité
en tant que bois d'oeuvre.

Les feuilles sont simples, alternes, elliptiques, ceriaces. Elles ont une face
supérieure verte, lisse, et brillante, et une faté&ieure terne. Le pétiole est épais, lisse, sans

stipule.

A.ll.2. Appareil reproducteur

Les fleurs sont petites, vertes, et garnies des plodssés en insertion elliptique.

Les fruits sont des drupes (Figure 1), globuleuattsignant un diamétre de 2,5cm ou
plus, avec une dispersion barochore. L'enveloppenatique du fruit est mince, charnue,
lisse, avec un calice persistant. L'odeur est téniatique, leur golt est amer et trés brdlant,
di a la présence d'eugénol (Dragen-Dorff, citéHhanbert, 1950).

La période de floraison se situe entre les moisi@mmbre et janvier, et la maturité

des fruits entre juin et ao(t.
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Figure 1: Photographie d'un rameau fertile deRavensara aromatic&onnerat

A.lIl.3. Utilisations de la plante

L'huile essentielle d&Ravensara aromaticast d'une grande efficacité contre les
maladies virales, infectieuses et bactériennesceGadses propriétés immunostimulantes, elle
protége l'organisme contre la varicelle, I'hépatiirale, la coqueluche, et les infections
concernant les voies respiratoires comme la smukatrhume, la bronchite. Elle a un fort
pouvoir expectorant, c'est-a-dire libérant les sospiratoires grace a son action fluidifiante
sur les sécrétions bronchiques. Elle est égalemféinace pour le traitement de la peau tels
gue I'herpés (labial ou génital), et surtout leaz@ALY X, 2004)

Cette huile est également stimulante et aide a Ends baisses de forme (physique
et mentale). De méme le stress et lI'insomnie sdra@@ncus par ses vertus apaisantes. Elle
peut aussi agir sur les douleurs articulaires etaulaires (NATURESGIFT, 2004).

D'apres Lecompte (cité par Humbert, 1950), le Imdst ni utilisé en menuiserie ni

dans la charpente, bien qu'étant Iéger a I'étatesbois ne supporte pas I'humidité.



Généralités

B.  Utilisation de la biologie moléculaire

La découverte de la PCR (Polymérase Chain Reactiop@rmis de développer de
nouvelles méthodes de marquage moléculaire, comanéedhnique RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism). Cette derniere ndghaonsiste a digérer I'ADN
génomique total extrait d'un matériel végétal, awmee enzyme de restriction. Le produit de
digestion permet d'obtenir des fragments polymaspihe tailles différentes (Santoni at,
2000). Mais s'il est facile d'obtenir de nhombreusespures, la visualisation du gel apres
migration du produit de digestion est plus délicdea effet, I'électrophorese sur gel du
produit de digestion, suivi d'une révélation aveaéactif coloré, génére une trainée (smear).

Dans ce cas, la combinaison de la PCR et de laitpalh RFLP s'avére plus intéressante
et plus efficace. Le nombre de coupure est moimortant, donc plus facile a identifier et a

interpréter.
B.l. Technique PCR

B.l.1. Historique

La PCR est une méthode mise au point en 1985 par Mallis qui a obtenu le prix
Nobel de Chimie en 1993 (NANOWORD, 2006). Cettehtegue permet d’obtenir une
amplification considérable d'un fragment donné dMDpar clonage artificiel dans un
intervalle de temps court. Cette découverte a peme résoudre des problemes d'ordre
criminel, ou encore les questions sur I'évolutioa kEtre vivant. Effectivement, un
échantillon, aussi infime soit-il, contenant leleaénétique d'un individu, suffit pour obtenir

des milliers de copies, pour effectuer ainsi dedymses.

B.l.2. Principe

La réaction PCR permet d'amplifier in vitro uneioégspécifique d'un acide nucléique
donné afin d'en obtenir une quantité suffisante p@détecter et I'étudier (Etienne, 1993).

La réaction nécessite un mélange réactionnel agpeidnunément MIX. Ce mélange
est constitué de plusieurs réactifs, ayant chaqurrdle précis durant I'amplification. La
réaction PCR est catalysée par une enzyme therphe@sta Taq polymérase, en présence
d’ADN, de paires d’amorces, des desoxyribonuclé&stidu dNTP et de dichlorurede
magnésiunmou MgCh (GNIS, 2006).

Les composants du MIX sont tous en solution, fiagiti ainsi le mélange.
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B.I.3. Composants du mélange réactionnel (MIX)

B.1.3.1. ADN matricielle

L'ADN matricielle ou I'ADN cible est une séquenaenlicléotides a double brin issue
de l'extraction. Elle est généralement diluée suila qualité et la quantité d'extrait obtenue.
Une quantité d'ADN trop importante au départ esitiinte pour une activité optimale de

I'ADN polymérase.

B.1.3.2. Paires d'amorces

Les amorces sont des séquences d'ADN simple bomposées de 20 a 30
nucléotides, préparées in vitro. Ce nombre tiere grande place dans la spécificité de
I'amorce a s'hybrider sur 'ADN matrice. Plus cenbce de bases est élevé, plus la chance
pour I'amorce de trouver sa séquence complémemaire 'ADN matricielle est faible et les
risques d'hybridation non spécifiques sont grands.

Dans le monde végétal, trois types d'amorces pédten utilisés, ils dépendent du
type d'’ADN a amplifier:

- les amorces nucléaires, spécifiques au génomeaiglé
- les amorces chloroplastiques, spécifiques au gémrbioeoplastique,
- les amorces mitochondriales, spécifiques au gémoitoehondrial.

Parmi ces trois types d'amorces, chacun peut edtaresoit spécifigue a une espéce
ou a une famille, soit universelle, c'est-a-direuy@nt amplifier différentes familles de
plantes.

Le choix des amorces est primordial dans une P@R.amorces possédent un double
réle, en premier de délimiter la zone d'amplificatielles se fixent de part et d'autres de la
zone a amplifier. En second, leurs extrémitéseBvesit de site d'amarrage pour I'ADN
polymérase. Les amorces vont toujours de paires dae réaction PCR, I'une va s'hybrider
sur le brin 5'3' de I'ADN matrice, et l'autre serbrin 3'5'. Les amorces s’hybrident aux
extrémités de la séquence qui va étre amplifieefait donc connaitre les séquences
nucléotidiques des extrémités de la région de I'ADdMplifier.

Les amorces choisies lors d'une nouvelle réa®©R sur une plante donnée, ont été
sélectionnées a partir d'anciennes référencesy allaat sur des sites spécialisées sur Internet

tel que le site web suivantww.ncbi.nlm.nih.gov
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B.1.3.3. Tag polymérase

La réaction PCR est guidée par la présence deyfienzthermostable, la Taq
polymérase. Cette enzyme thermorésistante syrghketss brins complémentaires aux deux
brins matrices a partir des amorces monobrinsstdsoxynucléotides libres.

La Tag polymérase est active a température élégggérature a laquelle 'ADN est
dénaturé. Elle est le composant principal du méaggctionnel.

En 1969, les chercheurs, Thomas Brock et HudsoezErale I'Université d'Indiana,
ont répertorié une nouvelle espece de bactérienthsrésistante, qu'ils nommehRhermus
aquaticus(T. aquaticus)(ANSWERS, 2006). La bactérie a été découverte damessource
d'eau chaude du Yellowstone Parc, qui, par la saitété rencontrée dans d'autres régions
thermales du monde.

T. aquaticusprospére a une température de 70°C, mais l'eqp@desurvivre a une
gamme de températures de 50° a plus de 100°C (ANSIVE2006). La propriété
thermorésistante dd. aquaticusa permis d'en tirer une enzyme thermostable, lg Ta
polymérase. L'ADN polymérase a été la premiére mmzgxtraite de la bactérie en 1976
(ANSWERS, 2006).

- Désoxyribonucléotides ou dNTP

L'un des cofacteurs de la Taq polymérase est lePdbiT désoxyribonucléotide libre
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Le dNTP est le substeabnnu par les polymérases lors de
I'elongation de I'ADN par amplification in vitro ppformer le brin néoformé.

- Dichlorure de Magnesium ou MqgC)

L'ion Mg?* est un autre cofacteur essentiel de la Taq PobseéiCe cation bivalent
interagit également avec les charges négativea dedine d’ADN, limitant ainsi les forces de
répulsion entre brins d'ADN et favorisant ainsi dtabilité de I'hybridation. Plus sa
concentration est importante, plus I'hybridation fesilitée, que celle-ci soit spécifique ou
non. Une trop forte concentration peut alors comdai une augmentation des signaux ou
hybridations aspécifiques. Il augmente la tempéeatie dissociation (Td) de 'ADN double
brin et forme des complexes solubles avec les dNTP.

- Tampon d'amplification

Le tampon utilisé pour la réaction PCR sert a teaiin stable le pH du milieu

réactionnel au niveau optimal pour la Taq polymerdsisHCI a pH basique 8,5 a 9).

10
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B.l.4. Phases de la PCR

Chaque cycle de PCR est constituée de trois étiiesminées par trois plateaux de
températures différentes : dénaturation (autol@5f€), hybridation des amorces (entre 50 et
60°C) et polymérisation ou élongation (autour déCj2(Figure 2). La séquence cible étant
doublée a chaque cycle, le taux d’amplificationotiguie est de 2 si bien qu’aprés une
trentaine de cycles de PCR, le nombre de copiés siquence cible est de plusieurs dizaines

de millions. Cette surreprésentation la rend fao#et analysable et manipulable.

gdoc Dénaturation

Dénaturation

Initiale Elongation e 720

Elangation
Finale

Hybridation / 50-60°C

Nombre de cycles 30-37

Figure 2: Schéma général des différentes étapes deiréaction PCR

Les difféerentes températures effectuées lors dwriecde PCR permettent de
contrbler 'activité enzymatique. Pour passer d'temapérature a une autre, les micro tubes
contenant le mélange réactionnel sont placés damsappareil programmable : un
thermocycleur. Cet appareil expose les tubes addkss de montées et des descentes de
températures tres courtes, choisies par I'expétiatenr. L'appareil délivre a chaque instant
au milieu réactionnel une température donnée péanteta réalisation de l'une des trois
étapes du cycle de PCR. La réaction PCR est extnémterapide et ne dure que quelques
heures (2 a 3 heures pour une PCR de 30 cycley)j {SI$SIEU, 2006).

Les trois étapes de la PCR se résument ainsi :

(1) Dénaturer ’'ADN pour obtenir des matrices slienprin, la dénaturation.

- Une température élevée, qui est généralement W& pérmet la séparation des deux brins
d'ADN. Une trop faible température rend l'accesistbdes amorces difficile et les temps de
dénaturation trop longs, réduisant ainsi l'actieiigymatique (CNAM, 2006). Cette ouverture
est nécessaire pour que la copie puisse se fast;azdire I'hybridation de la paire d'amorces.

(2) Borner et amorcer la réplication de la séqgaeacamplifier a I'aide d’amorces
spécifiques, I'hybridation.

- La température d'hybridation dépend essentiellerdannombre de liaison GC dans la

séquence de I'amorce. Un nombre élevé en liaisonée€ssite une température éleveée.
11
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Au contraire, ce nombre élevé favorise la stabdgd'hybridation. Par conséquent, le nombre
total de bases dans la séquence d'amorce devragnio50% a 60% de bases G et C. En
général, cette température est calculée a 5°C dasntpue la plus basse température de
dissociation (Td) des deux amorces (CNAM, 2006).

(3) Réaliser la réaction de polymérisation du somplémentaire, I'élongation.
- La température choisie qui est habituellement 2/C7 est la température idéale pour la

Taqg polymérase pour une activité optimale.

B.ll.  Technique CAPS ou PCR/RFLP

La technigue CAPS (Cleaved Amplified Polymorphicqg&ence) ou PCR-RFLP,
consiste a digérer le fragment amplifié par PCRoawee ou plusieurs enzymes de restriction
a site de reconnaissance généralement tétranutitpedic'est-a-dire a quatre (4) bases. Les
enzymes de restriction sont des enzymes arrangépaliedrome (méme séquence sur deux
brins complémentaires mais en sens inverse) qubesdul’ADN en des sites spécifiques,
appelés sites de restriction. La spécificité desymes est telle que le remplacement d'une
base dans la séquence entraine une annulatioreauadfification sur la zone de clivage.

Le choix des enzymes a quatre (4) bases coupdadNI'&n moyenne toutes les 256
bases (% est imposé par la longueur moyenne des prodidtapdification, entre 0.5kb et 3
kb, et pour obtenir une probabilité élevée de comgBantoni S., &l., 2000).

Le produit de digestion est analysé par électragggersur gel d'agarose ou

d'acrylamide.

B.Il.1. Principe de I'électrophorése

Toute particule chargée peut se déplacer soustl'@ffin champ électrique. Les
protéines, notamment I'ADN, qui sont constituéas dassemblage d'acides aminés, sont
porteuses de charges électriques négatives. Dacdlsammp €électrique, elles vont donc migrer
a une vitesse inversement proportionnelle a leuasses moléculaires. Plus petite est la
masse, plus rapide est la migration.

Les principaux supports utilisés sont faits de d&garose (Annexe 1), ou de
polyacrylamide (Annexe 2). Le choix du support dé&jpa surtout de la résolution désirée. Le
premier permet la migration de grosses molécugesssolution est de I'ordre de 15pb pour un
gel de concentration 2% (de Vienne, 1998). L'acnyd® (introduit par Raymond et
Weintraub, 1959), pour ses qualités techniqueglastprécis dans la résolution de fragments

de petites tailles, de I'ordre 1pb a 3pb pour urdgeoncentration 8% (de Vienne, 1998).

12
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En gel polyacrylamide, les mailles sont uniformes,qui n'est pas le cas avec le gel
'agarose. Pour cette spécificité, I'électrophorédsezone sur gel polyacrylamide permet de
détecter des différences génétiques dégagées this ehvironnementaux, il donne la
possibilité de discriminer les alléles d’'un mémaeayé

B.ll.2. Révélation

La migration des produits de digestion sur geltrpas visible a I'ceil nu. L'addition de
bleu de charge au produit est nécessaire pour augma densité de I'ADN, mais aussi de
suivre I'état de la migration. Etant donné quediésots, lors de la migration, sont effectués
dans des puits, creusés dans le gel, l'augmentddida densité de 'ADN est nécessaire, pour
gue la migration se fasse a travers le gel, etanlansurface. A la fin de I'électrophorese, pour
pouvoir lire le gel, ce dernier est plongé dangroduit de coloration, le bromure d'éthidium
(BET). La molécule s'intercale entre les basesadadlécule d'ADN et fluoresce en présence
d'une lumiere UV. Les bandes, représentant lesmieags d'ADN, apparaissent en couleur
rouge orangee, avec des épaisseurs et des intevaitébles suivant la qualité et la quantité

des fragments.

B.11.3. Notion de Polymorphisme

Le polymorphisme est défini comme la résultantevdeation de bases dans la
séquence de I’ADN.

L’existence de polymorphisme est estimée par lagmée ou I'absence de bande sur
un profil de restriction. Etant donné que cettedétast basée sur les ADN chloroplastiques,
un profil de restriction représente un chlorotyBakotondralambo S., 2006)

Lorsque deux individus présentent le méme profil rdstriction, donc un seul
chlorotype, cela signifie que la combinaison amgmezyme de restriction utilisée n’a réveélé
aucun polymorphisme. Aucune variabilité génétiqee se présente donc entre ces deux
individus avec la combinaison amorces-enzyme dectsn utilisée.

Un polymorphisme se présente lorsque deux profsrabtriction différents sont
observés pour deux individus. Ces profils représardeux chlorotypes différents. Ces deux

individus présentent donc une variabilité génétique
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A. Matériel végétal

Les feuilles ddRavensara aromaticaont les matieres premiéres utilisées tant pour
I'étude chimique que génétique.

La quantité de feuilles nécessaire a été d'envAfh g, par individu, pour la
distillation chimique, tandis que 5 feuilles onffspour I'extraction génétique. Si la taille des
feuilles a été jugee trop petite, 6 ou 7 feuilled été prises. Les feuilles choisies pour la
géneétique ne doivent étre ni trop jeunes ni tropedgLes feuilles trop jeunes ne possedent
pas encore assez de chloroplastes par cellulastgod les feuilles agées renferment un trop
grand nombre de pigments et de polysaccharidesgtafft la qualité de I'extraction (Mariac et
al., 2000). Pour la partie chimique, une quantité ezesxa été collectée pour compenser les
eventuelles dégradations des feuilles.

Pour mener a bien cette étude, les travaux ortiéiges en deux (2) étapes :
1. les travaux sur terrain pour la collecte des fegibt I'établissement des cartes de
répartition pour chaque site
2. les travaux en laboratoire portant sur :
- lidentification des types chimiques par la méth@RG,
- une étude génétique avec la technique de marqualgeutaire PCR RFLP en

corrélation avec les types chimiques.
B. Sites d’études

B.l.1. Ecosystéme

Le R. aromaticaest localisé dans les foréts denses humides seimgoees de basse et
de moyenne altitude du Centre Est de MadagascaofRaivo, 1990; Humbert, 1950). Les
zones sont caractérisées par un climat chaud eideurinsi, ces régions sont affectées par

une pluviométrie annuelle supérieure a 1500 mm.

B.l.2. Choix des sites d'études

Le choix des zones de récolte a été basé sur tpetas faites auprés du Ministére de
I'Environnement, des Eaux et Foréts, et des orgeasdravaillant dans le domaine, de méme
auprés des exploitants forestiers. La sélectiorsithi a été influencée par la présence de

I'espéceRavensara aromatiga&onnu sous le nom vernaculaire de "Hazomanitra".
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D'aprés ces critéres, trois sites situés dans te zte répartition déRavensara
aromaticaont été choisis, notamment du Nord au Sud de Dldy, Raboana et Anosibe
an'Ala (PK 47).

- Coordonnées géographiques et état écologiquesites (Carte 1)

Didy

Le site se trouve a une latitude Sud de 18° 7603, une longitude Est de 48° 31' 60 a
une altitude de 1019 m dans la forét de Sahindizamaone commence a subir des pressions
anthropiques majeures a certains endroits.

Raboana

Le site est localisé a une latitude Sud de 18°40et0a une longitude Est de 48° 23'
60" & une altitude de 1019 m dans la forét de Mardae milieu est quasi intact, aucune

exploitation forestiére ancienne ou récente n'agtégistrée.

Anosibe an'Ala

Le site se trouve a une latitude Sud de 19° 25'&0d une longitude Est de 48° 13' 0"
a une altitude de 798 m dans la forét d'AnkazomafiRK 47). Cette derniére a déja subi une
exploitation des ressources forestieres en plutadaratique du "tavy". Les collines sont
bordées de jeunes jachéres, limitant les ébauehfm&ts qui se font de plus en plus rares.

Carte 1: Localisation sur la carte des trois sited'étude (TravelPost, 2006)
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C. Travaux sur terrain

Mesure de l'altitude
L'altitude a été prise a I'aide d'un GPS ou Glélmaition System, étant donné
l'absence d'altimétre. Par ailleurs, les valeuns approximatives vu que les GPS ne peuvent

donner une indication exacte.

C.l. Repérage des individus

Les individus ou les groupes d'individus ont ét@érés pour pouvoir estimer
I'abondance de I'espece. Cette deuxieme prospextvé effectuée avec un guide local. Pour
reconnaitre urR.aromatica les guides les ont repéré de deux facons, soivisie en
observant le houppier, ou par écorchure dans £écaelui ci dégage une odeur de camphre
caractéristique aur.aromatica.Cette vérification est toujours nécessaire pourficoBr
l'identité de l'arbre, car parfois le port du "Hammitra" peut étre confondu avec celui du

"Tavolo” un autre genre appartenant a la méme famil

C.lIl.  Quadrillage du site

Dans chaque site, une parcelle délimite la surfdeecollecte. Cette derniere est

subdivisée en plusieurs placettes de 30m x 30m.
A chaque placette a été attribué un nom alphal#tiguA a Z suivant le nombre de placettes
nécessaires pour obtenir le nombre d'échantillarffisant. Pour chaque parcelle, suivant
'abondance des individus, la surface peut donervde 0.09ha, soit 30m x 30m, a plusieurs
hectares.

Pour la délimitation des placettes, une originatiaibe Q) a été fixée. Ce point est
enregistré par GPS (Global Position System) pouwgio repérer la parcelle sur une carte de
Madagascar ou une carte de la région. A partiretie origine, des layons perpendiculaire X
et Y sont établis. Cette orthogonalité des axet aBtenue par I'utilisation d'une boussole.
Tous les 10m ou tous les 30m, la fixation d'un ptquuni d'un "flag" avec la valeur de la
distance a été nécessaire pour pouvoir utiliserplaesettes ultérieurement. Le choix de
l'intervalle entre chaque piquet dépend de la d&rmhki sous-bois forestier. Si ce dernier est
dense, des piquets tous les 10m sont nécessamaschigue placette, une origine secondaire
est donnée, celles-ci n'ont pas été prises par G&§uadrillage a permis un positionnement

relatif des individus dans I'espace.
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NB : il est a noter que les origineg @ises arbitrairement, dans chaque site, n‘ont pas

la méme altitude.

C.lll.  Positionnement des individus et marquage

La délimitation des placettes a permis de positormmaque individu de fagon précise
dans la parcelle. Les coordonnées de chaque inddedR. aromaticadans la placette ont été
prises suivant les axes. Ces positions sont donpéesdes valeurs en "métres". Pour
répertorier les individus sur une fiche de collecte codage a trois caracteres a été adopté.
Ces indices correspondent respectivement, a dinitii site, au nom de la placette, et au

numéro de l'individu.

Exemple:

Site d'étude: Raboana (R)
Nom de la placette: J

Numeéro de l'individu: 44

Code définitif de I'échantillon: RJ44

C.IV. Collecte et Conservation des échantillons

La récolte des feuilles a été effectuée de deuxiarem la premiére, en utilisant un
échenilloir forestier pouvant atteindre une hautbdOm et la seconde, en ayant recours a un
grimpeur quand l'arbre est trop haut.

Les feuilles destinées a la génétique ont été éaxcklans du sachet hermétique avec
du Silicagel®© (Figure 3A) pour absorber I'humiditéviter le pourrissement des feuilles.

Les feuilles pour distillation, d'une quantité su@ére ou égale a 400g, ont été
stockées dans des sacs a grandes mailles (Fighire@B que les feuilles puissent respirer, et

éviter toute fermentation.

Figure 3: Photographie montrant le mode de stockagees feuilles de Rvensara aromaticaans Silicagel

(A) pour la génétique, et dans des sacs a grandesiites (B) pour la distillation

18



Matériels et méthodes

C.V. Mise en herbier

Chaque individu a été mis en herbier pour étrefieépiar un botaniste. Les herbiers
n'‘ont pas porté obligatoirement des rameaux fertileais ont juste comporté des rameaux
intacts.

D. Travaux de laboratoire

D.l. Etude chimique

D.I.1. Distillation

Cette partie de I'étude a été effectuée par unagtude I'Ecole Supérieure en Sciences
Agronomiques (ESSA), dans le cadre d'un mémoingéfiiorat.

Les 400g de feuilles récoltés sur chaque individiRdaromatica dans chaque site,
ont été distillés par hydro distillation.

La distillation ou hydro distillation est une métleod'entrainement a la vapeur des
huiles contenues dans les feuilles, écorces, anemdes plantes. La technique est basée sur
la décoction. Ce procédé a été utilisé pour extidiuile essentielle de. aromatica

L’appareil d’hydro distillation de I'huile esseritéedes feuilles d&. aromaticacomporte
(Figure 4) :

- une source de chaleur obtenue par l'intermédiaireBec Bunsen.

- un ballon de 2 litres, pour procéder a la décodli@ta matiere vegétale

- un essencier, pour séparer I'huile essentielléedel issue de la vapeur.

- un réfrigérant ascendant, pour la condensation alevdpeur contenant I'huile

essentielle et I'eau.

Pour une bonne décoction, le ballon a été remm@cdes 400g de feuilles immergées dans
1.3l d'eau.

Le mélange, eau, matériel végétal, a été portéudlitem. Les principes volatiles
contenus dans le matériel végétal ont été entrginéda vapeur d’eau et I'ensemble a été
récupéré apres condensation. La séparation desifg@dété faite grace a leur différence de
densité. Chaque huile récupérée de chaque écbandllété munie du méme code que les

arbres ciblés sur le terrain, pour faciliter lateyse des données et des résultats.
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essencier

q J €—— réfrigérant
deécoction végétale

huile essentielle

g / =
a—— 't"l ';..
| ) «<— phase aqueuse

Bec Bunsen

Figure 4: Schéma général d'un systeme d'hydro didkation

D.l.2. Analyse chimique

Les huiles obtenues ont été envoyées dans lesatabes de I'|AA (Industrie Agro-
Alimentaire) de I'Ecole Supérieure des ScienceAgmiques d'Antananarivo (ESSA) et de
I'Ecole Normale Supérieure de Chimie (ENSC), Moligre (France) pour une analyse
chimique CPG. Les résultats se présentent sousefaenchromatogramme, indiquant les
différentes concentrations des différents compasprésents. A partir de ces courbes sont
tirées les différents types chimiques. A un éclianticorrespond un type chimique, mais un

type chimique peut étre commun a plusieurs éctamsil
D.Il.  Etude de la variabilité génétique

D.Il.1. Protocole d'extraction

L'extraction a été menée suivant le protocole n@dié Doyle and Doyle 1987 (Doyle
and Doyle, 1987).

D.ll.1.1. Extraction

Une ou deux feuilles ont suffi pour le broyage afiobtenir la quantité de broyat
nécessaire a l'extraction qui a été de 750mg.

Le broyage a été effectué manuellement a l'aide dwrtier, et d'un pilon en
céramique, en présence d'azote liquide entraiaatéshydratation du limbe et facilitant ainsi

le broyage.
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Les matériels de broyage ont été prealablemerdidesravec I'azote liquide, pour que
le matériel végétal soit travaillé dans un enviement a basse température des le début.
Chaque tube Tref, contenant un broyat, a portéeéuait le méme code que l'arbre et
I'échantillon d'huile.

1) Le broyat de 750mg a été suspendu dans 600ul deotante lyse (Tampon
Carlson modifi€) préchauffé pendant 20min a 74°@sdan bain marie (Shaker Bath SBS30)
(Figure 5). Le tampon de lyse a favorisé I'éclatenakes cellules, et la chaleur en a accéléré
l'action.

- Le mélange a été homogénéisé avec un vortex quorite matériel végétal soit bien au
contact avec le tampon de lyse.

2) Ensuite, le tout a été incubé a 74°C pendant 20rbes tubes ont été remués
toutes les 5 minutes pour une bonne répartitioia @baleur d'incubation.

- Les tubes ont été refroidis a température amhbigggadant 30min. Cette étape a été
nécessaire pour que l'ajout du prochain produfasse mousser le mélange.

3) Aprés, 600ul de solution de Chloroforme Iso-Amykcid ou CIAA de
concentration respective 24:1 ont été ajoutés dangé afin de séparer la solution d'ADN
des débris végétaux et des protéines. La sépasaioaractérise par deux phases distinctes, le
surnageant au dessus et le culot en dessousphliteaue apres une centrifugation a 2500rpm,
a une température de 4°C, pendant 15min (Figure 5).

- Le surnageant a été récupéré dans un autre efbelér1.5ml. Lors de la récupération du
surnageant, a un céne de pipetage, un échantilongviter toutes contaminations.

4) Au surnageant a été rajouté 600ul de CIAA (24:EBite€Cdeuxieme addition a
permis une meilleure purification de la solutioAlN.

5) Une deuxiéme centrifugation a été effectuée aveen@émes conditions que la
premiere.
> Le surnageant a été de nouveau récupéré darid'tmige de 1.5ml
Au surnageant a été ensuite additionné 500ul dopamol a -20°C. L'isopropanol a la
propriété de précipiter I'ADN, et la basse tempéeatle conserver la structure de I'ADN sans
la dénaturer. Le mélange a été legerement remu@eti@ament pour favoriser la précipitation
de I'ADN et a été centrifugé une derniére fois @®pm, a 4°C, pendant 20min.

- Le culot a été récupéré et a été séché a l'ae flendant 1h30. Cette durée peut étre

prolongée a 2h si le culot est accompagné de ngecila
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6) Le culot sec, a été ensuite re-suspendu dans 1d6pl stérile pour une
réhydratation. La solution a été laissée a 4°Cé&rigérateur pendant une nuit. Pour une
conservation de longue durée, la solution d'’ADNéaséockée au congélateur a -20°C apres la
nuit de réhydratation.

Figure 5: Appareil pour le bain marie Figure 6:Centrifugeur réfrigéré
(Shaker Bath SBS30) (Mikro 22R Hettich)

D.I.1.2. Vérification de I'extrait

D.ll.1.2.a. Quantification de 'ADN par électrophorese

La solution d'’ADN ou extrait d'ADN total, issue teréhydratation du culot, a été
testée sur un gel d'agarose 0.8% (Annexml glectrophorése horizontale.
La quantification a été menée avec 9ul d'extréiDdl auquel a été ajouté 1ul de bleu de
charge (10X) (Annexe 3). Le gel a été préparé auwetBE (Tris Borate EDTA) (Annexe 4),
dans lequel la migration a aussi été effectuéegdrerateur (APELEX PS608) (Figure 7) a
été réglé a 100V pour une durée de 25min. Le marqieetaille a été le marqueur 1kb (DNA
ladder 1kb EUROGENTEC). La cuve utilisée pour té&lephorése a été un APELEX
311.000 (Figure 7).

Figure 7: Cuve a électrophorése horizontale (minigf APELEX 311.000) et générateur (APELEX PS608)
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D.II.1.2.b. Migration sur gel d'agarose 0.8%

Pour obtenir une bonne migration, I'extrait d’ADNta mélangé a du bleu de charge
10X. Le bleu de charge assure lI'augmentation dietaité de I'extrait pour que le dépdt se
fasse bien au fond des puits et non a la surfacgedDurant toute migration, celle-ci a été
accompagnée d'un marqueur de taille, par rappatedda taille des bandes sera estimée.
Pour l'estimation des fragments d'ADN issus d'uxteaetion, un marqueur de taille 1kb est

suffisant.

D.Il.1.2.c. Reévélation sous ultra violet

Afin de visualiser les fragments d'ADN, le gel, epmigration, a été trempé dans une
solution de Bromure d'Ethidium (BET) d'une concatidn de 400ul / I. Cette substance a la
propriété de s'intercaler entre les bases nucléigad’ADN et de fluorescer en rouge orange,
excité sous lumiere ultra violet. Le gel est trerdpés le BET pendant 5min, puis rincer dans
de I'eau distillée pendant 10min, avant d'étrenilhé sous ultra violet sur un transilluminateur
a 312nm.

NB: Des précautions et des avertissements sontiaeset a respecter pendant les
manipulations en présence du BET, mais aussi pmutes migrations par électrophorese
(Annexe 5).

D.Il.2. Amplification in vitro par la technique PCR

D.I.2.1. Protocole d'amplification

La solution réactionnelle ou MIX a été de 25ul, teoant 5ul d'’ADN diluée 15fois,
2mM de MgC} (EUROGENTEC, Lot 60), 200uM de chaque dNTPs (QE@yg Lot
549M4061), 0.2uM de chaque amorce (EUROGENTEC)g.;# de BSA, 1U de Taq
polymérase (Taq GoldstarRed EUROGENTEC, Lot GSRE12Ju tampon 1X sans MgCl
(PCR Reaction Buffer EUROGENTEC, Lot 156).

L'étude de la diversité génétique Rearomaticaa été effectuée avec huit (8) paires
d'amorces. Ceux sont toutes des amorces universgllehloroplastiques c'est-a-dire non
spécifiques d'une espece ou d'une famille, maigifepées de I'ADN chloroplastique.
(Tableau 1)

Remarques Pour chaque réaction PCR, un témoin négatif elsgaibire. Ce témoin a éte
constitué de 25ul de MIX, mais a la place des SpDdI, 5ul d'eau stérile ont été utilisés.
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Si le témoin négatif présente des bandes lors dévé@lation, aprés migration sur gel par
électrophorése, alors le MIX est contaminé, erdelpit d'amplification est non exploitable.

Le mélange a été ensuite placé dans des thermacyckutomatisés, dont le
thermocycleur PTC200 (MJ Research) et le thermleaydC412 (Techne). (Figure 8)

Les programmes d'amplification different d'un ceuplamorces a un autre. Pour
chaque couple, un programme spécifique a été wadtrilet a été programmé dans les
thermocycleurs (Figure 8). Les amplifications peuvétre menées indifferemment dans
chacun des thermocycleurs, sans que cela ne méaifendement, ni la qualité de I'amplicon

ou produit d'amplification.

)

"

(PTC200) (TC412)

Figure 8: Différents types de thermocycleurs utiliés pour les amplifications

D.Il.2.2. Vérification de I'amplicon ou produit

d'amplification

Migration sur gel d'agarose 1.5% et révélation

La migration de I'amplicon a été effectuée sur djaarose de concentration 1.5%
(Annexe 1). Les conditions générales sont les mémoessur gel 0.8%, a l'exception du
marqueur de taille utilisé qui a été soit le marguikb, soit le marqueur SF 100pb (Small
Fragment, EUROGENTEC). Le choix du marqueur ddetaié base sur la taille estimée de
'amplicon selon des études antérieurs @uercus robur)(Tableau 1); pour un produit
d'amplification estimé a plus de 1kb (kilobase)nl@rqueur 1kb est nécessaire.

Quant a la révélation, les conditions sont exachdres mémes que sur gel d'agarose
0.8%, bien que la durée de migration soit plus leng

NB: les recommandations et les précautions sobtosia respecter (Annexe 5).
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Tableau 1: Liste des amorces utilisées sur R. aromaticaavec leurs séquences et leurs températures d'hybeton.

Taille observés
Amorce 1 Séquences (5'...3") Tm(°C) Amorce 2 Séquences (5'...3") Tm(° t°hyb
avec Q. robur

mat K6 TGG GTT GCT AAC TCA ATG G 61.1 mat K5 TGT CATAAC CTGCATTTTCC  59.9
pSaA* [psi (P700 apoprotéineal)) ACT TCT GGT TCC GGC GAACGAA 72.5 trnS* [(tRNA-Ser (GGA)] AAC CAC TCG GCCATCTCTCCTA 70 3700 pb 58.0
trnC* [tRNA-Cys (GCA)] CCAGTT CAAATC TGG GTG TC 62 trnD* [tRNA-Asp (GUC)] GGGATTGTAGTTCAATTCGT  57.7 3000 pb 58.0
trnD* [tRNA-Asp (GUC)] ACC AAT TGA ACT ACA ATC CC 57.7  trnT* [tRNA-Thr (GGU)] CTACCACTG AGT TAAAAG GG  55.4 1800 pb 54.5

trnfFV CTG GTG TCA CCA GTT CAA AT 60 trnvFV CCG AGA AGG TCT TAC GGTTCG ~ 65.8
trnH* [tRNA-His (GUG)] ACG GGAATT GAACCCGCGCA 755  trnK* [tRNA-Lys (UUU)]  CCGACT AGT TCC GGG TTCGA  68.3 1690pb  62.0
trnL 5' UAAF CGA AAT CGG TAG ACG CTACG  64.4 trnF GAAR ATT TGA ACT GCT GAC ACGAG  60.2
trnS* [tRNA-Ser (UGA)] GAG AGA GAG GGATTCGAACC  61.7 trnfM* [tRNA-Fmet (CAU)] CAT ACC CTT GAG GTC ACGGG  64.2 1700 pb 62.0

Tm: température matricielle

* Références Demesureat, 1995

Tableau 2: Conditions d'amplification des extraitsd’ADN de Ravensara aromaticgour chaque paire d'amorces

Paires d'amorces

Etapes de la PCR trnS/trnfM et trnD/tr‘nT trnL/trnF - trnH/trnK et trnC/.trnD psaA/trnS ‘ trnfFV/trnvFV .

T°(t) Durée(min) T°(t) Durée(min) T°(t) Durée(min) T°(t) Durée(min) T°(t) Durée(min)

Dénaturation initiale 94 05:00 94 04:00 94 04:00 94 01:30 94 01:30

Dénaturation 94 00:45 94 01:00 94 00:30 94 00:45 94 00:45

Hybridation 50 01:00 50 02:00 55 01:00 55 03:00 59.5 03:00

Elongation 72 01:00 72 02:00 72 02:00 72 03:30 72 03:30

Elongation finale 72 60:00:00 72 10:00 72 08:00 72 10:00 72 10:00
Nombre de cycles 37 35 35 30 30
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D.I1.3. Digestion enzymatique

D.I.3.1. Protocole de digestion

La digestion du produit d'amplification a été eftee dans un MIX de 28.5ul,
composé d'un tampon a 1X, et de 5U d'enzyme dectest (Tableau 3). Le tampon est
propre a chaque enzyme de restriction, mais dansate échéant, un tampon Tango
(FERMANTAS) peut le remplacer.

Tableau 3: Fiche technique des enzymes de restrigti utilisées

Nom Ecorl BsuRlI (Haelll) Taql

Site de coupure  5' G/AATTC 3 5'GG/CC 3 5" T/ICGA 3

Source Escherichia coli Bacillus subtilis R Thermus aquaticus YT-1
t°d'incubation 37C 37C 65T

t°d'inactivation 65T pendant 20' 80T pendant 20’ 80T pendant 20'

Température d'inactivation

L'enzyme étant une protéine, elle posséde une tamopé optimale d'activité. De
méme, lI'enzyme dispose d'une température d'inéictivTableau 3). La connaissance des
ces données est primordiale, pour un résultat epim

D.I1.3.2. Vérification du produit de la digestion

Migration sur gel d'acrylamide 8% et révélation

La migration du produit de digestion a été faite wu gel acrylamide 8% (Annexe 2),
par électrophorése verticale. La quantité de ptedie digestion déposée dans les puit a été
de 12ul ou plus suivant le volume disponible. Ledupit est additionné de 3ul de bleu de
charge.

Révélation
La révélation a été effectuée de la méme manielavew un gel d'agarose, a une
exception que la manipulation d'un gel d'acrylangdi plus délicate par son épaisseur plus

faible.
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D.IIl.  Analyse statistique (DARwin)

Les profils obtenus apres PCR RFLP ont été anabses le logiciel libre du CIRAD,
DARwin® v.5.0.148 (Dissimilarity Analysis and Represemtatior Windows) (Perrier X., et
al., 2006).

L'analyse se base sur des données binaires cagsaetepar la présence et/ou l'absence
de bandes sur les profils, codées respectivemest Q. L'analyse consiste a regrouper
progressivement les individus selon leur ressengBlamesurée a l'aide d'un indice de
similarité ou de dissimilarité. L'algorithme comnaerpar rassembler les couples d'individus
les plus ressemblants, puis a agréger progressitefes autres individus ou groupes
d'individus en fonction de leur ressemblance, jiézsqa que la totalité des individus ne forme
plus qu'un seul groupe. L'indice de Dice a étésatipar le logiciel pour analyser les données
et construire un arbre de dissimilarité. Un indae stabilité ou "bootstrap” est attribué
automatiquement par le logiciel a chaque branchiéadae pour montrer la bonne cohésion
des données. Cette valeur est maximale a 100e#l&ible lorsqu'elle avoisine 50, c'est-a-

dire que les données sont dispersées ou manguantes.
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Résultats et interpretations



Résultats et interprétations

A. Répartition spatiale des types chimiques

A.l Types chimiques

L'analyse de I'huile essentielle &avensara aromaticpar CPG a révélé 7 types
chimiques. Leur classification a été établie suivanrs origines biosynthétiques.
Deux (2) types chimiques issus de la voie mévapat été identifiés pour la premiére fois
chez leR. aromaticadurant cette étude:
- type chimique caractérisé par une dominance en limonene (>25%)
- type chimique dont les composés majoritaires sAltcaréne (>25%) et limonéne
(>25%)
Rappelons que quatre (4) autres types ont étéisigiam Andrianoelisoa etl., 2006, il s’agit
de:
- deux (2) types chimiques issus de la voie shikimig
- type chimique 1caractérisé par une proportion élevée en methaiichl (>90%)
- type chimique 2a methyl-eugenol (74-82%)
- et deux (2) autres issus de la voie mévalonate :
- type chimique 3dominé par li-terpinéne (25,3-27,7%) et le limonene (14,8-21,8%)
- type chimique 4dont les trois principaux constituants sont leirsate (25-34%), le
linalol (6,5-21,4%) et le terpinene-4-ol (6,2-12%)
En accord avec ces résultats de Andrianoelisoal.et2006, les deux nouveaux types
chimiques ont été classifié en tant que :
- type chimique 5a limonéne
- type chimique 6aA3 caréne, limonene
Un septieme type chimique a été recensé, mais lesocomposants majoritaires ne sont pas
encore définis, il fera I'objet d’une étude ulténie.
De part leurs différences, chaque type chimiquesegmt® un profil différent. Sur un
chromatogramme, les différents composants chimigoas représentés par des pics qui sont
d'autant plus grands, que le composant est colcadtrus avons ci-aprés un exemple de

profil représentant le type 5 a limonene (Figure 9)
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Figure 9: Exemple de chromatogramme représentant lgype chimique 5 a Limonéne dans I'huile essentielldeRavensara aromatica
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Al Distribution spatiale

Le nombre d'individus récolté dans chaque sitelifgrent. L'effectif ciblé a été de 50
par site, mais ce nombre n'a pas été atteint deuns sites dont Didy (Annexe 7) et Anosibe
an'Ala (Annexe 8) avec 37 échantillons de chaque. ddntre, dans le site de Raboana
(Annexe 9), I'effectif prévu a été dépassé (61vimlis). Pour des raisons techniques, neuf (9)
échantillons de chaque site de Didy et de Anosib&la n'ont pas été analysés

chimiguement.

A.ll.1. Site de Raboana

A Raboana, la parcelle de collecte mesure 1202h0xm soit 2.52ha (Figure 10). Un
nombre de 61 échantillons a été récolté tant pppattie chimique que génétique. Suivant le
mode d'inventaire décrit précédemment, les indviglont répartis dans la parcelle suivant le
tableau 4.

Sur une vue d'ensemble, la population Rievensara aromaticast divisée en deux (2)
groupes :
- le premier, plus dense, avec 52 individus, se &odans l'intervalle d'altitude ou
I'espéece est suppose étre localisée.
- le second groupe est un flot d'individus compos®paeds ddR. aromaticasitué a
la limite supérieure de l'intervalle précédente.

Dans le premier groupe, les individus sont surtaucentrés dans les placettes A, B,
C, E, J et K qui sont comprises dans une surfacg0dm x 120 m soit 1.08ha. Les autres
placettes de cette méme superficie, c'est-a-dirg, [§, H, | et L ne présentent que quelques
plants deR.aromaticaisolés, parfois méme aucun.

Le second groupe, se trouvant a 60 m de distamg@amier, ne s'étend que sur une
surface de 90 m? soit 30 m x 30 m.

La totalité des échantillons, c'est-a-dire au bknde 61, a été distillé et
analysé (Annexe 9). La parcelle de Raboana n'aepi&sque deux (2) types chimiques
différents, qui sont le type 1 a methyl chavicoleetype 2 a methyl eugénol. Le type 1 est
majoritaire, représenté par 54 individus soit 885% la population. Les éhantillons du type
2, malgré leur faible effectif, montre une répatitpar paire a I'exception de l'individu RE38.
Ces pieds qui vont en paires ne sont pas éloigméslé I'autre de plus 10 m et ils sont placés

dans la méme placette pour chaque couple.
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Tableau 4: Mode de distribution des individus deRavensara aromaticaans la parcelle du site de Raboana

Code placettes A B D E F G H I J K L M N
Nombre d'individus 4 10 15 2 7 1 2 0 0 7 3 1 6 3
(m) 210 -
RN618
= RN59
180 = RN60
RM
RM 564 SﬁRM53
. RN RM 55
A RM57
150 - |
: 1 1 : 1
1 1 1 1 1
1 1 1 ] 1
] 1 1 1 1
1
- | ] | ]
90 RC28 RE3S RL52
RCIO@m a RC20
RCI7® @0 RC2L,
RCI6 8 RC22m
RC1 ®Rc24® RC23
aRC27
60 - RC26a ® RC25 -
RK51
= RBO RB12®
® RB8
® RB7 8 RKS50
RBw| A RE3S
RE32 RE36
RB14
] = RB5 = RE35® ® g
. RES3 RE37
RB13
RB9 RBI0 a RE34 RK49
30 — = = % RJ46
RJ45g
RD308 RJ44
A RA3 RG41 ® RJ47
= RD31 RJ43E RJ484
A RA1
= RA2
RG40m
= RJ42
0~
0 30 60 90 120
(m)

a type chimique 2 = type chimique 1

Figure 10: Cartographie des individus deRavensara aromatic&t des types chimiques du site de Raboana
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A.ll.2. Site de Didy

La parcelle de collecte a été plus restreinte ay,Dl relief étant accidenté. Ainsi,
I'exposition des versants n'est pas uniforme méares dine surface d'échantillonnage de
120m x 160 m soit 1.92ha. Les individus Rearomaticasont surtout concentrés dans les
placettes A, E, G, H et J qui sont représentatilesintervalle d'altitude de localisation de
'espece (Tableau 5). Cependant, méme si la partelite entiere se trouve dans cet
intervalle, deux (2) placettes ne comportent aundividu deR. aromatica.

L'analyse chimique de 28 échantillons de Didy a&i&Ves sept (7) types chimiques
recenses.

Le type 5 a limonene est majoritaire avec 15 irthligi soit 53.57% de la population.
Le reste des types chimiques forme 46.42% de #ittodes échantillons analysés avec une
proportion relativement identique entre type. L@etyl, majoritaire dans la parcelle de
Raboana, n'est représenté que par 7.14% des inglivid

Tableau 5: Mode de distribution des individus deRavensara aromaticaans la parcelle du site de Didy

Code placette A B C D E F G H I J K L
Nombre d'individus g8 2 3 1 5 2 3 3 0 8 2 0
(m) 120
© b3 DF20 ¢ DF21
m DC11
X DC12
80
= type chimique 1
& DE19 A type chimique 2
X DK36
DK37
% DEIS & DH25 ¢ o type chimique 3
o DE17 x type chimique 4
o type chimique 5
DB9 ¢ DE16 imi
.x DB10 ¢ DELS © DH26 DHo7 o type chimique 6
40 nouveau
DA7 o
® DA3 JDAB X DG22 3 x non analysé
Xons X DJ34
% DA2 % DG23 DG24 e X DJ35
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Figure 11: Cartographie des individus deRavensara aromaticat des types chimiques du site de Didy
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A.1l.3. Site de Anosibe an'Ala

La collecte a été effectuée sur deux (2) collirems deux (2) parcelles dont les
origines sont distants de 235 m a vol d'oiseaun Bige séparées, les axes des deux parcelles
sont tous dans la méme direction; I'axe des Y & 30d et I'axe des X a 290° Ouest.

Bien que la collecte ait été faite sur une surideel50 m x 120 m soit 3.15ha, donc
avec un nombre de placettes plus éleve, seuleniant®idus ont été récoltés et distillés.

Sur la colline 1 (Tableau 6), les individus de Ronaatica sont concentrés dans les
placettes A, B et D bien que la parcelle mesure m28 150 m, soit 1.8ha. Au total, 12

individus ont été trouvés sur cette colline.

Tableau 6:Mode de distribution des individus deRavensara aromaticaans la parcelle du site de Anosibe

an'Ala sur la colline 1

Code placette A B C bD E F G H I J K L M N O P
Nombre d'individus 2 3 1 2 0 0 1 1 1 0 O O O O o0 O
(m) 120
9 | X NN12
& Ni11
60
X NB5
X NB4 B NG9
NC6
30 o NB3 .
*\p7 D8
NA2
NAL @ °
NH10
0 | | @
0 30 60 90 120 150

(m)

o type chimique 3 e type chimique 5 ¢ type chimique 6 = nouveau x non analysé

Figure 12: Cartographie des individus de Ravensararomatica et des types chimiques du site de Anosibe

an'Ala (colline 1)
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Sur la colline 2 (Tableau 7), les pieds de R. atiza sont groupés a l'intérieur et
autour des placettes S, T, V et W. au-dela de ceftiace, la jachére domine, de plus, on
s'approche déja de la limite inférieure de l'ingdles d'altitude de localisation de I'espéce vu
gue les collines ne sont pas trés élevées.

Tableau 7: Mode de distribution des individus deRavensara aromaticalans la parcelle du site de Anosibe

an'Ala sur la colline 2

Code placette Q R S T U V W X
Nombre d'individus 1 3 4 5 0 7 4 1
(m) 90 -
60 NX37
R o * *
NS18 V32 et
NT24x NT25@
\S17 V26 & NV30
¢
X & NT23 a *N\vas
NS20 NV27
B NS19 e n2oR N2 NV29
30 * ® +2
R14 NR16NR15 NW33X \w34 NW35
X NW36
» NQ13
0 T T T
0 30 60 90 120 150

(m)

% type chimique 4 e type chimique 5 ¢ type chimique 6 = nouveau x non analysé

Figure 13: Cartographie des individus deRavensara aromaticat des types chimiques du site de Anosibe

an'Ala (colline 2)

De méme qu'a Didy, 28 échantillons ont été analykés résultats d'analyse ont
montré que, les types chimiques 1 et 2 sont ahdamidis que le type 5 a limonene y est aussi
dominant, ceci sur les deux collines, avec 19 inldis, soit 67.85% de la population. Malgré

le fait qu'il n'y ait que 12 échantillons provendastla colline 1, les quatre (4) types chimiques
présents dans le site y sont rencontrés.
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B. Analyse génétique
B.l. Extrait d'ADN

Tous les échantillons ont subi une extraction d’ABtNtous ont été positifs lors de la
guantification de I'ADN, c'est-a-dire ayant revéliée bande sur le gel (Figure 14). La netteté
de la bande exprime que l'extrait est riche en AdDNst de bonne qualité. La taille de 'ADN
total, par échantillon, estimé suivant le marquéeirtaille 1kb est supérieur a 10 kilobases
(10kb), avec des intensités différentes suivaguiité de I'extrait.

10kb

3.0
Z.

1.5
10

0.5kb

Figure 14: Gel d'agarose 0.8% pour une quantificatin d'ADN de Ravensara aromaticale marqueur 1kb
(DNA Ladder EUROGENTEC) au milieu va de 0.5kb a 10k

Les extraits d'ADN des échantillons de Didy et deogibe an'Ala ont présenté
différentes colorations, en majorité représentés ymee couleur marron, quant a ceux de
Raboana, la couleur des extraits a été plus und@wec une couleur jaune poussin (

Figure 15).

-> La coloration des extraits d'ADN de feuilles étantgénéral vert claire.

TS1IRIAR

Figure 15: Variation de couleurs de la solution d'’®MN apres l'extraction (Echantillons de Didy
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B.1I. Produit de I'amplification in vitro

Sur les huit (8) paires d'amorces chloroplastiquésées, sept (7) ont amplifié les
extraits d'ADN deR. aromaticaa une dilution de 15fois, et ont été reproducsipteest-a-dire
gu'elles ont toujours fonctionné pendant les répés, que ce soit pour un ou plusieurs
échantillons. La paire d'amorce matK5/matKé n'a p&&s reproductible bien qu'elle ait
amplifié I'extrait d'ADN durant le premier test.

La taille des produits d'amplification est différersuivant le couple d'amorce utilisé
(Tableau 8).

Tableau 8: Taille estimatif des produits d'amplifiation des extraits d'’ADN deRavensara aromatica

suivant le couple d'amorce

Paire d'amorces trnC/trnD  trnF/trnV  trnH/tnrK - psaA/trnS  trnD/trn T trnL/trnF - trnS/trnfM
Tailles du produit (kb) 3.2 3.8 1.8 3.5 1.5 1 1.2
B.lll.  Variabilité génétique

Les sept (7) paires d'amorces fonctionnelles tintémbinées avec trois (3) enzymes
de restriction (Tableau 3), soit 21 combinaisofif@dntes.

Parmi ces 21 combinaisons, deux ont présenté desatioas, c'est-a-dire du
polymorphisme.

La premiére combinaison amorce _enzyme de resmicB&® Tagl a révélé trois
chlorotypes caractérisant chacun un site (Figujell6combinaison a généré 13 bandes, dont
11 sont communes aux trois (3) chlorotypes et d2usgpécifiques.

La premiere bande spécifiqgue se situant a 138.pplve( de bases) est présente a la
fois sur le profils correspondants a Raboana (ptt et 4 sur la Figure 16) et a Anosibe
an'Ala (puit n°7, 12, et 18). La seconde bandsjtsant a 291pb, quant a elle, est uniquement
présente sur les profils issus des échantillon&raesibe an'Ala.

Donc, le chlorotype représentant le site de Didymporte 11 bandes, celui de
Raboana 12 et celui de Anosibe an'Ala 13.

La deuxieme combinaison AS_Haelll, a révélé deyxctRorotypes en géneérant six
(6) bandes dont cing (5) communes au deux (2) Iprefiune spécifique a un profil (Figure
17). Le premier profil & 5 bandes est commun aa & Raboana et de Didy, tandis que le
deuxieme avec six (6) bandes est spécifique adsifenosibe an'Ala.
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1.2 3.4 5 6/ 8 9 10 11..12 134 15 .16 17
SF RA3 DA7 RB6 DC11 DJ33 NB3 DC12 DJ34 SF DJ32 NE6 DD14 DF20 DJ31 NS1B SF

Puit n° :

1000pb

300
291

200

1385

F ] - X '-:‘; . > . : -
. : s - 100pb

R = Raboana D = Didy N = Anosibe an'Ala

Figure 16: Profil de restriction des échantillons & Ravensara aromatic@rovenant des 3 s

1000pb
800
500
200
100pb

Figure 17: Profil de restriction des échantillons @ Ravensara aromaticgprovenant de Raboana et Didy

ites d'études, suite a la combinaison AS_Taq|

Echantillons de Raboana et Did Echantillons dc Anosibe an'Ala

par rapport a ceux de Anosibe an'Ala suite a la colsinaison AS_Haelll
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C. Analyse statistique

L'analyse statistique du profil obtenu avec la boraison AS_Tagl, en utilisant le
logiciel DRAwiIn®, a généré un arbre de dissimiirimontrant une forte différence
chlorotypique. Les chlorotypes sont spécifiqueschaque site. Le logiciel a regroupé les
individus les plus ressemblants, pour ne formerfanlqu'un seul groupe.

Pour l'arbre de dissimilarité obtenue a partir mhofil AS_Taql, les valeurs de
bootstrap sont de 73 pour la branche corresporalachlorotype de Didy, 75 pour celui de
Raboana et 78 pour celui de Anosibe an'Ala. Ernt,d#e valeurs de "bootstrap” ou indice de
stabilité accompagnant chaque branche de Il'arbrdissémilarité indiquent une cohérence
dans les résultats. Pour une valeur maximale dela@re de dissimilarité obtenu a partir du
profil est dit "représentatif* lorsque les valedes bootstrap sont comprises entre l'intervalle
de 60 et 90.

Ces valeurs sont d'autant plus importantes, qoner#re de bandes sur le profil est élevé.

73

78

DiDt
vid

010
Ano

Figure 18: Arbre de dissimilarité obtenu en utilisat le logiciel DARwIn® sur les échantillons de

Ravensara romaticales sites de Raboana, de Didy et de Anosibe an'Maite a la combinaison AS_Taq|
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Discussions

L'étude de la répartition spatiale intra site Ravensara aromatica montré une
distribution aléatoire des individus. Néanmoins,|gréa cette répartition arbitraire, nos
résultats ont aussi montré que les piedfkdaromaticase situent a une altitude comprise
entre 800m et 1100m. Ces derniers étant en aceenlles travaux effectués par Rasoanaivo
en 1996. Il a localisé I'espece entre 700m et 100@ititude dans les régions d'Anjozorobe,
d'Anosibe an'Ala et d’Ambatondrazaka. De plus, larngissant les surfaces de collectes en
altitude, que ce soit au dessus ou en dessoussdateevalles, les plants d& aromaticase
raréfient.

Nous avons aussi observé que dans les parcelldsadee site, méme entre l'intervalle
d'altitude ou I'espece devrait étre présente, tleefes ne comportent pas d'individusRie
aromatica A Didy ces placettes sont au nombre de deux g2i\nosibe an'Ala 10 et a
Raboana 15.

A priori, les facteurs écologiques et climatiquespeuvent vérifier cette tendance de
répartition des individus, étant donné que la serfd'étude dans chaque site ne dépasse pas
les 3.15ha. Par conséquent, tous les individus somtnis aux mémes conditions externes
d'ordre physique, a savoir la méme exposition, & précipitation, et la méme composition
du sol.

Entre autres, les phénomenes d'allélopathie etbdeucrence pourraient étre les causes de
cette répartition aléatoire. L'allélopathie esfpinénomeéne d’interaction entre les végétaux par
le biais de médiateurs chimiques. Des études antés ont veérifié que I'huile essentielle de
R.aromaticainhibe la germination des graines sur des espetles queOryza sp (Jeanson,
2005; Communication personnelle). D’autre parg été observé de fagon empirique par les
populations exploitant cette espéce que la prés@aBe aromaticadans une zone forestiere
est en général signe d’exclusion de l'espBegaca bojeri(Baill.) (Euphorbiaceae). Par
conséquent, si le phénomene est vrai dans ce ikesspossible que la réciprogue puisse se
produire. Il est alors probable qu'une espece, regmnt a une autre famille, ou méme des
Lauraceae, puisse faire pression Ruaromaticapar des médiateurs chimiques. L'absence de
R. aromaticadans certaines parcelles est probablement dushibition de la germination de
I'espéce. Il a été aussi montré que dans certagmkes propriétés allélopathiques d’une espéce
donnée pouvaient également entrainer des pertongatdans la germination ou le
développement de ses propres graines et/ou plan{lladal etal.,, 1999). Ces mémes

propriétés allélopathiques pourraient expliqueélzartition intra site de I'espece.
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Néanmoins, les fruits de. aromaticasont barochores, ils ne tombent jamais loin de la plante
mere. Alors, si I'hypothese de l'allélophatie est vraie, comment expliquer le fait que méme a
distance des pieds mére ou l'interaction chimique devrait étre faible ou nulle, des placettes ne
présentent aucun individu d®. aromatica.Par conséquent, d'autres phénomenes sont a
observer quant a I'absenceRluaromaticadans ces zones.

Les cartes de répartition issues de chaque site choisi (Figure 10, 11 et 12), montrent que les
individus deR. aromaticaont tendance a se mettre en groupe. Cette distribution pourrait étre
l'effet d'une sélection naturelle par concurrence. Cette derniére peut avoir des origines de
différents ordres, notamment d'ordre photosynthétique ou d'ordre alimentaire. En effet comme
dans le cas de l'allélopathie, il se peut que dans ces placettés saomatical'espece a été
concurrencée par d'autres, jusqu'a sa disparition. Cette concurrence a pu étre d'ordre
photosynthétique, il est probable qu'une luminosité suffisante est nécessaire quant a la
croissance et au développement des jeunes plantulgs a®matica Ainsi, il est possible

gue dans les zones ouRe aromaticaest présent, I'espéce concurrente soit peut étre absente

ou faible en effectif.

Du point de vue chimique, I'analyse des huiles essentiell@s almmaticaa révelé sept
(7) types chimiques différents a partir des individus des trois (3) sites d'étude. Ces types
chimiques ont étét définis suivant le ou les composants majoritaires rencontrés dans I'huile.
Quatre (4) types chimigues ont déja été définis auparavant par des travaux effectuées par
Andrianoelisoa etl., en 2006, notamment le type 1 a methyl chavicol, type 2 a methyl
eugénol, type d-terpinéne limoneéne et le type 4 a sabinene limonéne. Les deux (2) autres
types n'ont été observés et définis que lors de cette étude avec type 5 a limonene et type 6 a
A3carene limonéne. Le composant majoritaire du septieme type chimigue que nous avons
décelé n'a pas encore été déterminé..

La répartition de ces types chimiques au sein d'une populatiBn a®maticaest tout
aussi aléatoire que l'est la distribution des individus. Malgré cela, la présence et/ou I'absence

d'un type chimique dans un site semble dépendre d'une régle.

— En premier lieu, a Didy, tous les types chimiques sont représentés, mais le type 5 a

limonéne domine avec 53,57% de la population.

— En second lieu, a Raboana, uniquement les types 1 et 2 sont présents avec une majorité
du type 1 a methyl chavicol représenté par 88,52% de la population. Cependant, les plants du
type 2, méme minoritaire en nombre apparait par paire. On suppose que ces individus ont un
lien de parenté direct, vu qu'ils ont le méme type chimique et qu'ils ne sont pas trés distants.
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Mais cette hypothése est encore a vérifier, étanhé que I'on ne connait pas encore le mode

de transmission des types chimiques d'une géneratime autre.

— En dernier lieu, a Anosibe an'Ala, le types chinegd et 2 sont absents. Mais encore

une fois, le type 5 a limonene est dominant ave838 de la population.

Nos résultats suggérent que la provenanc&k daromaticapourrait étre un parameétre de
variation du type chimique. Suivant I'état écolagiqdu site, certains types chimiques
tendraient a disparaitre au dépens d'un autre. Bo&®m ou la forét est quasi intacte,
uniguement les types 1 et 2 sont présents. Cesedesont quant a eux absents a Anosibe
an'Ala ou le site a déja subi une exploitation @ssources forestiéres, marqué par une jeune
jachére aux alentours de la zone de collecte. Quéitly, ou la forét commence a subir des
dégradations anthropiques, ces deux (2) types ghesi sont présents mais ne représentant
que 10% des individus.

En considérant toutes ces données, c'est-a-dirotke de répartition dR. aromatica
et de la distribution des types chimiques dans whaite, il est possible que plus la forét est
dégradée, a l'instar de Anosibe an'Ala, plus lpsdyl et 2 disparaissent en faveur du type 5.
Donc la variation des types chimiquesRlearomaticapeut étre basé sur lI'une de ces deux

hypothéses :

— soit, le type 2 a été le premier type chimique t&y@ par I'espéce, et ensuite le type
1, celui qui domine a Raboana. Par la suite, |pes\, 4, 6 et le nouveau auraient apparus, ce
seraient des formes transitoires, pour enfin abautitype 5 suite a la forte dégradation du
milieu

— soit, les types 3, 4, et 6 seraient de nouvelles\ds chimiques récentes, d'ou leur
effectif ne dépassant pas 25% de la population.

D'apres Robert etl., 1975, le methyl eugenol, correspondant au tyjmique 2 duR.

aromaticg est une substance attirant I'insecte volant néiotus dorsalis Par ailleurs, il
est probable quR. aromaticaait produit ce type chimique, pour la premiéresfalans le but
d'attirer des insectes pour sa pollinisation, eéégpface a d'autres besoins et d'autres stress,
I'espéce a produit les autres types chimiques.

Le nom des types chimiques donnés a chaque typéedtorrespond au composant
majoritaire détecté a l'issu de l'analyse. Pagwil, bien qu'appartenant a des types différents,
des composants sont communs a tous les types clEmitiouvés. Par conséquent, la
variation dans le temps peut se manifester parvanation du taux d'un des composants au
dépens d'un autre (E.yayiadt, C.R. Chimie 7, 2004).

43



Discussions

Du point de vue génétique, I'ADN chloroplastiquestg utilisé pour I'étude de la
diversité génétique de. aromatica Le choix s'est porté sur cette partie du géngoar sa
forte conservation (Plunkett at., 2004; Mohanty eal., 2000), de cette fagon les mutations
sont faibles par rapport au génome nucléaire. Big¢aucune étude concréte n'a été menée
pour vérifier cette transmission uniparentale ded2. aromaticale génome chloroplastique
a une héredité uniparentale maternelle chez laapiuges Angiospermes (Fontaine att,
2004). L'étude de ce génome est d'autant plussgante qu'il est présent en de nombreuses
copies identiques. Sa transmission clonale ne fepa une évolution par recombinaison,
sauf dans des cas exceptionnels de transmissiarebiale. Par ce nombre élevé de copies, la
chance d'amplifier une région du génome est plupoitante. De plus le génome
chloroplastique posséde la plus grande proportsétjuences codantes des protéines avec
46%, contre 3.9% pour le génome nucléaire (Prak 2006).

L'analyse génétigue d&. aromatica par la technigue PCR RFLP avec deux
combinaisons amorces_enzyme de restriction, agé@wépolymorphisme entre sites.

La premiere combinaison AS_Tagql a révélé trois mtiges, représentant chaque site
d'étude. Par cette forte conservation du génomeraibstique, et pour sa transmission
uniparentale, son évolution est faible au seinajpopulation. Par contre entre population, la
probabilité d'évolution est d'autant plus élevée tpudistance entre les sites est grande. Par
ailleurs, le fait que leR. aromaticasoit endémique de Madagascar, une ile, suggére que
I'espéce n'a pas beaucoup évolué depuis son appafitapres Hamrick edl., 1992, les
especes endémiques ou les especes ayant uneapetitke répartition ont une différentiation
plus forte entre population.

Cette forte différence entre site a été renfor@rd'analyse statistique de ce profil avec
le logiciel DARwiIn®. Pour construire un arbre degimilarité représentatif, dix marqueurs
polymorphes sont nécessaires pour étre analysés &ant donné ce fort polymorphisme
entre site obtenu avec ces trois chlorotypes, breate dissimilarité a pu étre représenté pour
le profil obtenu avec AS_Taqgl. Quant a l'autre coraison amorces_enzyme AS_ Haelll,
I'analyse serait trop aléatoire avec uniguemernt dalorotypes.

Pour cette deuxiéme combinaison AS_Haelll, le pfiévelé deux chlorotypes. Ces
derniers montrent une différence entre les dews $aboana et Didy et le site de Anosibe
an'Ala. Ce résultat suggere que les deux premis ant plus de ressemblances par rapport
au dernier. Cette différence peut étre basée é&at les foréts dans les sites. Etant donné la
déforestation accentuée a Anosibe an'Ala, le g@eothloroplastique des arbres a pu étre

perturbé, entrainant des mutations.
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D'un autre coté, les résultats sont peut étre t@kscpar la surface restreinte d'étude. Prat et
al., 2006, suggerent que l'importance relative detetas ecologiques et historiques dépend
de la durée de ces facteurs, et de la surfacedd'é®ar conséquent, pour une meilleure
compréhension de l'effet de ces facteurs sur labilité génétique, une augmentation de
cette surface est suggérée.

Si aucun polymorphisme significatif n'a été démérentre les individus d'un méme
site, cela ne veut pas dire qu'il n'y en ait passt possible que d'autres combinaisons
amorces enzyme de restriction soient plus révé&sriEn outre, la technique PCR RFLP
n'est peut étre pas la plus appropriée pour réwssrvariations entre individus. D'apres

Mohanty etal., 2001, le taux de polymorphisme obtenu avec tettenique est faible.

Néanmoins, lors de l'extraction de I'ADN total, Isslutions d'’ADN ont présenté
différentes couleurs. De part cette observationsilpossible d'émettre une hypothese sur le
fait que cette variation de couleur est peut étrgetation avec le type chimique de I'huile
correspondant a I'échantillon.

Par alilleurs, le fait qu'un chlorotype correspondira site, suivant la combinaison
AS_Tagq]l, ce résultat peut étre corrélé avec layitbeese des composés chimiques importants
se trouvant dans les feuilles.

Trois voies métaboliques principales participeria diosynthese des métabolites dits

"secondaires” retrouvés dans les huiles essemtielle
— Lavoie de I'acide mévalonique est a I'origine ded les terpénes;
— Lavoie de l'acide shikimique conduit aux compoagsnatiques;

— La voie des acides gras conduit a la formation demposés aliphatiques

généralement peu représentée dans I'huile esdentiel

— Dans le site de Raboana, les constituants majastaont des produits aromatiques

(methyl chavicol, methyl eugénol) issus de la ym@synthétique a I'acide shikimique

— Dans celui de Didy, deux voies biosynthétiques qmésentes, la voie de l'acide
shikimique pour les produits aromatiques et la \d@d’acide mévalonique pour les produits
terpéniques. Le type chimique 5 a limonéne (voie I'deide mévalonique), le type
majoritaire, rencontré dans les extraits de fesifieovenant de Didy est accompagné soit par
des composés plus volatils que le limonéne (myrcamhellandréne et d3-carensdit par
du linalol plus ou moins importargt/ou du methyl eugenol important et aussi gas

sesquiterpenes (germacréne D).
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Il est a noter que le linalol est quasiment présiamis les types chimiques 1 et 2 et le méthyl
eugenol dans le type chimique 2. Ce dernier pogoit gxpliquer le chlorotype commun au

site de Raboana et de Didy révélé par la combinasworce_enzyme AS_Haelll.

— Dans le dernier site, Anosibe an’Ala, les produiigoritaires sont issus de la voie de
I'acide mévalonigue. La distinction de Anosibe alaAeut étre expliquée par le fait que les
huiles essentielles extraites des feuilles somicgpalement de type chimique 5 c'est a dire a
limonéne important qui est en général accompagnéles sesquiterpenes et des produits

oxygénés comme |'élémol.
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Conclusion

Au terme de ce travail, nous avons mis en éviderteux (2) nouveaux types
chimiques chez I®Ravensara aromaticae qui remet a six (6) le nombre de type défia. L
présence ou l'absence d'un type chimique au saimed’population semble dépendre des
caractéristiques écologiques de la zone de colleximmment la dégradation, un facteur
déterminant. Les résultats de I'étude génétiquauiapgtte hypothése, car a un chlorotype

correspond un site.

Nous pouvons dire qu'il n'est pas toujours facie rdlier le phénotype avec le
génotype. La variabilité chimique n'a pas été derrau niveau génétique par la méthode
PCR RFLP, avec les combinaisons amorces enzymesttection utilisées. Mais ces résultats
ne veulent pas dire obligatoirement qu'il n'exateune relation entre la variabilité chimique
et génétique. Il faut remarquer qu'une seule teclende marquage moléculaire a été adoptée
durant cette étude, donc, des résultats plus cengtus révélateurs pourraient étre obtenus

avec d'autres méthodes.

Malgré le fait que l'on n'ait pas mis en évidence uelation directe entre type
chimique et génotype, la découverte de ces deumg@yeaux types chimiques laisse a croire
gue I'huile essentielle d@. aromaticagpeut encore révéler d'autres types.

La connaissance de la répartition spatiale destgh@niques d&. aromaticaest déja
un grand pas en avant pour les exploitants d'hadeentielles. A partir de ces résultats, il est
désormais possible d'obtenir le méme type d'’huitdesmarché, reste a déterminer le type le
plus intéressant du point de vue thérapeutique.

Une variation génotypique a été observée entrpdpslations des différents sites. La
technique de marquage moléculaire adopté a donléteé révélatrice a grande échelle.
Cependant, les résultats dépendent en particulieocthbre de combinaisons utilisées.

Les domaines a explorer dans le mondeRduaromaticasont encore nombreux.
L'explication de cette variabilité chimique, et siude la répartition des individus sont des
sujets a développer. Le mode de reproduction dpdte est encore mal défini, alors que la
connaissance de ce phénomene pourrait expliquanede de répartition.

En résumé, notre étude a permis de répondre ainetguestions, d'un coté la
répartition spatiale des types chimiquedRde@romaticaet d'un autre coté le génotype lié a la

position géographique.
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Conclusion

Pour des études futures, il serait intéressanidi&t la variabilité génétique de lI'espéce avec
d'autres techniques de marquage moléculaire, tejles le RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA) ou les microsatellites au niveaugénome nucléaire. Ou dans le cas
échéant, si on continue avec la technique PCR Ré&FaBgmenter le nombre de combinaisons
amorces enzyme de restriction.

Par ailleurs, d'un point de vue commercial, il ggualicieux de travailler sur des sites
privés ou I'on exploite déja I'huile d® aromaticaet d'en faire la carte de répartition des
types chimiques afin d'en faciliter la récolte. Maur le plan scientifique, la compréhension
de cette variabilité est une priorité, une étude-muysiologique pourrait aider a élucider ce
point. Etant donné le marché de I'huile essent@d®. aromaticaen pleine expansion, la
connaissance de ce phénomene de variabilité seraitout pour améliorer non seulement la

qualité du produit, mais aussi le mode d'explatatie I'espéce.
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Annexes

Annexe 1 : Préparation d'un gel d'agarose

L'agarose est sous forme de poudre a l'origine NBJ5 Une mise en solution par
chauffage est nécessaire pour obtenir le gel daitraSuivant la concentration voulue, une
certaine proportion d'agarose en poudre est missoértion dans du TBE 1X. Durant les
manipulations, deux types de gels sont utiliséi$,usogel & 08% soit un gel a 1.5%, c'est a dire
respectivement, 0.8g ou 1.5g d'agarose en poudirelo®@ml de TBE 1X. Le TBE est nécessaire
pour faciliter le déplacement des électrons lortadmigration. Une fois le mélange fait, avec les
doses appropriées, le tout est chauffé dans uroroitie, jusqu'a ce que la solution soit limpide
comme de l'eau.

Le gel, bien homogene, est prét pour étre coulé dare moule. Au préalable, laisser
refroidir le gel un moment dans un bain sur unagiir magnétique. Entre temps, préparer le
moule en fixant les parois et les peignes. Cesngsitpisseront des puits, ou des inclusions dans
le gel une fois solidifié, ils serviront pour lepdd de I'extrait d'ADN.

Lorsque le gel a atteint la température ambiardgeser le dans le moule sans interruption
jusqu'a atteindre une épaisseur de 0.5cm. Laisf®idir a température ambiante jusqu'a ce que
le gel redevienne opaque, ensuite enlever en prdaseparois, et puis plonger le gel avec le
moule dans le bac de migration. Immerger le gesdiin TBE 1X, puis retirer les peignes qui
laissent des inclusions dans le gel; ce sont lgs ga dépébt.
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Annexe 2 : Préparation d'un gel Acrylamide 8%

L'acrylamide est a l'origine sous forme de poudte,est ramené avec de I'eau distillée,
suivant l'indication du fournisseur. Pour le pradsiGMA®, le fournisseur recommande 630ml
d'eau distillée. L'Acrylamide reste a I'état liquiein I'absence de TEMED et de I'APS et est a une
concentration 40%, mais la solution de travaildesB8%, donc une dilution 5 fois est nécessaire.
A cette solution de travail, sont ajoutés I'APSIetTEMED, ces derniers favoriseront la
polymérisation du gel d'Acrylamide.

Le gel d'acrylamide est coulé entre deux lamesedees a la verticale, muni de peignes.
La polymérisation dure au moins 25minutes, quiastrisée par la lumiére.

Composition d'un gel Acrylamide a 8%

Pour un litre de solution:
= 700 ml d'eau distillée
— 200 ml de gel d'acrylamide a 40%

— 100 ml de TBE 10X



Annexe 3 : Préparation de 10 ml de bleu de charg&&mbrock et al, 1989)
Mélanger :
= Bleu de Bromophénol 0,25% (SIGMA ref. B5525)
= Xylene cyanol 0,25% (SIGMA ref X4126)
= Glycérol 30% (Prolabo ref 24387292)
—ramener le volume a 10ml avec de I'eau stérile

—aliquoter dans des tubes de 2 ml

conserver a +4°C

&92
0,025g
3ml
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Annexe 4 : Préparation des solutions de TBE (Tris &se, Acide Borique, EDTA) (Sambrock et al, 1989)

Préparation pour 1000ml de solution TBE 10X

mélanger 108g de poudre de Trisma Base, 75¢g d’Amdigue et 9,4 g de EDTA
0, 5M

diluer le mélange dans 1000ml d’eau distillée
ramener le pH du mélange a 8 avec de I'acide cytlrigue (HCI)

conserver a 4°C
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Annexe 5 : Précautions et avertissements pendanslenigrations et les révélations

M La concentration du TBE pour la préparation duegetelle dans le bac doivent étre la
méme.

M Pour le coulage du gel, attendre que celui-ciassez froid avant de le verser, pour éviter
des fuites dues a la dilatation des parois de laleno

M Lors de I'emplacement du gel dans le bac a éleubrége, vérifier la polarité afin que la
migration se fasse bien du p6le négatif vers le pokitif.

M Ne pas oublier de déposer le marqueur de tailles gaoi la taille des bandes ne pourra
étre estimée.

M Le BET étant un produit mutagéne et cancérigeneé&i@ manipulé dans des conditions

particulieres (en présence de gants, blouses, teawyclés, etc.)

Annexe 6 : Le lavage des matériels

Chaque matériel utilisé dans le laboratoire dog passé successivement dans de I'eau de

javel, de I'eau savonneuse, rincé a l'eau couranexfin rincé avec de I'eau distillée.



Annexe 7 : Codage, positionnement, et type chimiquies échantillons de Didy

Code

DAl
DA2
DA3
DA4
DAS5
DA6
DA7
DAS8
DB9
DB10
DC11
DC12
DC13
DD14
DE15
DE16
DE17
DE18
DE19
DF20
DF21
DG22
DG23
DG24
DH25
DH26
DH27
DJ28
DJ29
DJ30
DJ31
DJ32
DJ33
DJ34
DJ35
DK36
DK37

Coordonnées/O0' Type chimique
X (m) Y (m)

8.00 0.00 5

1.00 26.50 inconnu
3.00 32.60 5
40.00 17.90 5
24.00 29.20 inconnu
24.00 31.20 5

0.00 40.00 2
37.50 0.00 inconnu
1.2 46.2 5

2.05 43.6 inconnu
8 90.4 1

13 85.4 4

7 112.6 3

41.5 18 5

40 41.6 3

41.5 47 5

45 57.3 5

58 62.9 inconnu
59 71.2 5

63 110.7 5

64.2 110.7 5

93.5 33.4 inconnu
92.2 24.6 inconnu
116.3 25.6 5

98 64.4 5

95.3 45.3 3

105 43 1
123.1 12.3 5
121.6 13.7 nouveau
128.3 14 4

134.6 14.2 nouveau
131.3 11.6 6
139.3 16.4 3

132.8 30.2 4
132.8 25.7 inconnu
125.2 68.4 inconnu
134.1 66.8 5
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Annexe 8 : Codage, positionnement, et type chimiques échantillons de Anosibe an'Ala

Code

NA1
NA2
NB3
NB4
NB5
NC6
ND7
ND8
NG9
NH10
Ni1l
NN12
NQ13
NR14
NR15
NR16
NS17
NS18
NS19
NS20
NT21
NT22
NT23
NT24
NT25
NV26
NV27
NV28
NV29
NV30
NV31
NV32
NW33
NW34
NW35
NW36
NX37

Coordonnées/OC1
X (m) Y (m)
15.10 10.00
25.00 9.00
2.90 33.10
18.30 40.00
20.00 51.00
30.00 30.00
32.80 26.60
44.8 30
120 38
97 3.5
18.5 66
32.5 92.5
0.6 19.3
31.5 29.7
425 29.9
41.2 28.9
525 40
54 59.5
32.5 34
56.3 33.8
72.3 35.3
71.5 345
73.5 40.5
74 47.5
86.8 47.7
92.7 43
92.8 39.2
97 42
120 30
110 46.7
104 55
98.5 60
109.5 28
117.5 29
120 29
96 23
80.4 60

Type chimique

5

5

3
inconnu
inconnu
6

5

5
nouveau
5

5
inconnu
5

5

6

5
inconnu
nouveau
nouveau
5
nouveau
inconnu
5
inconnu
5

4

nouveau
5
5
5
5

5
inconnu
5
inconnu
inconnu
5
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Annexe 9 : Codage, positionnement, et type chimiquies échantillons de Raboana

Codes

RA1

RA2

RA3

RA4

RB5

RB6

RB7

RB8

RB9

RB10
RB11
RB12
RB13
RB14
RC15
RC16
RC17
RC18
RC19
RC20
RC21
RC22
RC23
RC24
RC25
RC26
RC27
RC28
RC29
RD30
RD31
RE32
RE33
RE34
RE35
RE36
RE37

Coordonnées / OO0

X (m)
0.70
9.10
12.30
2.50
11.60
3.60
0.00
7.00
16.70
21.60
29.00
24.40
5.90
6.40
7.00
7.20
6.00
9.50
9.00
11.00
29.50
25.00
20.50
14.00
11.40
8.80
1.80
24.70
20.00
59.00
51.00
38.00
34.00
53.50
52.80
56.30
58.60

Y (m)
11.00
9.50

17.90
27.90
38.50
56.60
49.60
54.60
30.00
30.20
43.30
56.00
36.00
38.00
66.80
68.30
72.30
72.30
75.30
74.30
71.50
68.70
66.50
66.50
61.00
60.20
62.30
90.00
95.00
22.50
16.50
42.00
38.00
30.30
39.00
39.00
38.00

Type chimique

e e = = = T = T S e e e e e e e e e N N N = R e e e N i i L = N
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RE38
RF39
RG40
RG41
RJ42
RJ43
RJ44
RJ45
RJ46
RJ47
RJ48
RK49
RK50
RK51
RL52
RM53
RM54
RM55
RM56
RM57
RM58
RNS59
RN60
RN61

33.00
56.00
88.00
90.00
103.50
104.50
105.50
105.50
108.00
108.00
119.50
95.00
110.00
110.20
100.00
78.70
79.00
78.00
74.40
67.00
66.00
80.30
80.20
90.00

44.00
89.50
5.70
17.70
1.50
15.50
24.00
25.00
28.90
17.20
16.50
30.20
50.00
60.00
90.00
177.00
177.50
174.80
177.50
169.50
172.00
183.00
181.00
190.00

P P P P NN PR P P P PR RPNMNNRPRRRRPRPR R R RN
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Faculté des Sciences Option Physiologie Végétale
Département de Biologie et Ecologie Végétales Octobre 2007

Title: Spatial distribution of the chemical type ard genetic diversity ofRavensara aromatica
Sonnerat(Lauraceae), in the Middle East of Madagascar.
Author: RAKOTO R. Andry

Abstract

The study focused on an endemic tree of MadagdRamensara aromatic&onnerat
(Lauraceae) known as "Hazomanitra". The essentialextracted from leaves has some
therapeutic properties such on inflammatory disease

Variations were observed in the essential oil qudietween localities. Thus, chemical
analysis by individual was done to detect variatigthin one locality. More other, PCR RFLP
analysis (Polymerase Chain Reaction, Restrictioagment Length Polymorphism) was
employed to try to find any relation between chahiariability and genetic diversity. Results
show that within locality, essential oil Bfavensara aromaticpresents seven different chemical
types: methyl chavicol, methyl eugenai;terpinene limonene, sabinene linalol terpinene,
limonene A-3-carene without relation with genetic diversitherefore, PCR RFLP analysis has
revealed differentiation between localities withotwombinations primer/restriction enzyme
AS_Tagl and AS_Haelll.

Despite of no relation between chemical type andetie diversity with PCR RFLP
technical, another method have to be try. Thereibis recommended to use microsatelite or to

study eco-physiology dRavensara aromatictb explain chemical variability.

Keywords: Ravensara aromatigassential oil, PCR RFLP, genetic diversity, cleahiype



Université d'Antananarivo Mémoire de DEA
Faculté des Sciences Option Physiologie Végétale

Département de Biologie et Ecologie Végétales Octobre 2007

Titre : Distribution spatiale des types chimiques et diveig® génétique deRavensara
aromaticaSonnerat (Lauraceae), dans le Centre Est de Madasggar.
Auteur : Rakoto R. Andry

Résumé

Ravensara aromatic&onnerat(Lauraceae) esine espéce endémique de Madagascar,
connue sous le nom de "Hazomanitra". L'especexgdbitee, dans le domaine thérapeutique,
pour son huile essentielle ayant des vertus affiAanmatoires.

Une variation de la qualité thérapeutique de l#hailété observée apres distillation dans
différents sites. Une analyse chimique par indivadété menée pour vérifier une variabilité intra
site. En paralléle, une étude de la diversité ggneta été realisée avec la technique PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction, Restriction Fragmemnighe Polymorphism) afin de trouver une
relation entre le type chimique et le chlorotypes lrésultats ont montré que les individus de
Ravensara aromatica'un méme site peuvent avoir des types chimiqifé&rehts tel: methyl
chavicol, methyl eugénolg-terpinéne limonene, sabinéne linalol terpinénmotiene,a-3-
carene. Quant au niveau génétique, une différeogiagntre sites a été révélée par deux
combinaisons amorces enzymes AS_Taqgl et AS_Haelll.

L'absence de relation directe entre génétiquepat thimique dans cette étude, n'exclut
en rien la véracité de cette hypothése. D'autregumears moléculaires, ou d'autres combinaisons

amorce enzymes de restriction pourraient résoadgeiéstion.

Mots clés: Ravensara aromatigaliversité génétique, PCR-RFIL P, type chimiqueomtype
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