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l. 

Introduction 
/ , 

Le bois assure pres· de 90% des besoins en energie domestique a Madagascar. 

Actuellement, 93% de ces besoins sont fournis par les taillis d'Eucalyptus, especes exotiques 

introduites vers 1890-1895 par des missionnaires, des colons .et l'administration forestiere. De 

provenances inconnues, les Eucalyptus ont ete multiplies dans les zones bordant la route 

Antananarivo-Toamasina ou ils devenaient une plantation de rente de la region (appreciee par 

sa qualite pour les traverses des chemins de fer). Des reboisements, sur de nombreuses parcelles 

de faible etendue, ont ete effectues sur des terrains particuliers ou communaux en vue de la 

production de bois, de charbon de bois, de pieux de cloture, de poteau de transmission, de bois 

de construction, ainsi que pour des brises vent et pour la protection contre !'erosion. Des 

reboisements plus etendus ont ete diriges sous l'autorite du gouvemement notamment dans la 

region de Moramanga. En 1973, on compte 180 000 ha de reboisement d'Eucalyptus (F AO, 

1982). Selon le demier inventaire ecologique forestier national, les peuplements forestiers 

artificiels couvrent environ 316 000 ha dont les 2/3 par les Eucalyptus. Les plantations mises en 

place ont ete assurees de generation en generation a partir des graines recoltees sur les 

peuplements locaux. Or, bien que les especes du genre Eucalyptus soient reconnues assez 

fortement allogames, les plantations issues de ces peuplements locaux oflt sfuement subis des 

phenomenes de consanguinite. Des essais de provenances effectues dans differentes regions de 

Madagascar ont montre que les provenances malgaches sont peu productives et presentent des 

derives morphologiques et agronomiques par rapport aux especes pures. La recherche a montre 

que cette baisse de production est liee a la reduction de la base genetique des peuplements. 

Face a la demande croissante en bois, liee a un fort taux d'accroissement demographique, 

le rythme de production actuel risque de ne plus repondre aux besoins. Cela impose un 

programme de reboisement a grande echelle et un programme de production de varietes 
~ 

ameliorees permettant d'avoir une production accrue sans auginenter les surfaces. En 1993,. sous 

financement du FED (Fond Europeen de Developpement), le FOFIFA (Centre National d~ 

Recherches Agronomiques pour le Developpement Rural) et le CIRAD-Foret (Centre 

International de Recherches Agronomiques pour le Developpement) collaboraient a }'installation 

de vergers a graines de provenances connues pour leurs valeurs dans differentes zones 

bioclimatiques de Madagascar. Le criblage des especes a ete effectue a partir des resultats en 

arboretum et ceux obtenus par des essais installes depuis 20 ans en tenant compte des qualites 

exigees par les consommateurs (croissance rapide, resistance aux feux, .. ). 

1 



Introduction 
., , 

La base de l'amelioration genetique d'une population forestiere est !'exploitation de la 

variabilite genetique. Le p_rincipe consiste a planter un materiel vegetal ayant une large base 

genetique a partir des provenances de l'aire d'origine. La selection des meilleurs arbres des 

meilleures provenances permet de produire une variete amelioree diffusee sous forme de graines. 

Le melange des origines favorise la panmixie (rencontre au hasard des gametes) pour produire 

un brassage genetique entre populations par fecondation libre. Les dispositifs plantes comportent 

le plus souvent 5 a 20 provenances avec des dispositifs statistiques en blocs complets, de densite 

initiale forte allant de 1111 a 3333 par hectare et des parcelles unitaires monoarbre ou de 5 a 49 

arbres. Ensuite, par le jeu d'eclaircies selectives ( elimination des arbres chetifs et mains bien 

conformes), la densite finale est ramenee a 150 - 250 arbres par hectare. Peu d'etudes ont ete 

realisees sur les vergers a graines et des questions se posent sur les qualites et performances des 

individus issus de ces vergers, qui dependent des genotypes des parents et de l'enviionnement 

qui determine le brassage des gametes lors de la pollinisation libre. Compte tenu de l'importance 

des ressources genetiques investies, les questions scientifiques se tournent vers des elements de 

gestion du verger (le manque de synchronisme de la floraison entre les individus ou les 

provenances, l'abondance des fleurs, le taux d'autofecondation; · les flux polliniques, 

incompatibilites strictes ou partielles .. . ). Cela requiert des etudes complementaires sur la 

phenologie de ces especes introduites ainsi que l'etude de paternite et flux de genes a partir des 

descendants issus de ces vergers. 

A Madagascar, parmi une vingtaine d'especes introduites, le choix de cette etude s'est 

porte sur !'Eucalyptus grandis, compte tenu de son importance et ses qualites et dont les 

recherches sont beaucoup plus avancees par rapport aux autres especes au niveau national et 

international. La publication d'une vingtaine de locus marqueurs microsatellites developpees sur 
~ 

Eucalyptus grandis et Eucalyptus urophylla par (Brondani et al, 1998) favorisait le ch?ix cette 

espece. De plus, une etude sur la variabilite genetique des arbres du verger d'Eucalyptus. grandis 

situe a Antsirinala a ete menee par S. Razafiarivelo en 1999, a l'aide de 5 locus marqueurs 

microsatellites et a pennis la mise au point des techniques de revelation du polymorphisme. 

Le travail realise au cours de ce DEA a consiste d'une part a faire une etude 

bibliographique sur l'aire d'origine et le mode de reproduction de /'Eucalyptus grandis qui nous 

aidera a comprendre les problemes de consanguinite, ses causes et ses effets et d'autre part sur 

les marqueurs moleculaires notamment les marqueurs microsatellites et la technique PCR. La 

2 
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suite du travail a consiste au ·laboratoire a valider de la variabilite genetique des parents et a 
effectuer une etude de paterni~e a partir des familles de 5 arbres meres choisis dans le verger, 

avec les memes marqueurs. L'analyse des resultats a permis d'estimer les differents parametres 

de reproduction du verger a graines (le taux d'autofecondation, le taux de participation des 

pollens intra-parcelles et extra-parcelles) et d'evaluer, a partir de l'etude de paternite, le flux de 

genes en fonction des provenances ou descendances et en fonction de la distance entre les arbres. 

3 
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1- Eucalyptus grandis 

1-1- Aire d ' origine 

Dans son aire naturelle, en Australie, I 'Eucalyptus grandis est distribue sur deux regions 

principales (figure 1). La plus grande partie se trouve au sud entre les latitudes 26°S et 32°52S 

et l'autre au nord entre 18° et 16°S. En generaL les forets naturelles se situent le long de la cote 

Est de basse altitude allant de zero a 600 met ne penetrent pas a plus de 100 km a l' interieur du 

continent. Les temperatures moyennes du mois le plus chaud varient de 29°a 32°C et celles du 

mois le plus froid varient de 5°C a 6°C. Dans la region de repartition la pluie estivale domine avec 

une precipitation moyenne annuelle allant de 1000 mm a 1750 mm et ou la saison seche, rarement 

severe, dure environ 3 mois. 

-17' 

- 16 ' 

-20' 

• 

*Ro cld\unpton 
-24· 

.... . 
1 

.i ; nsbm• - -l -28' .... 
, : ..• 
~ 

- 32' 

l«l" 144' 148' 152' 156 ' 

Figure 1 : Aire d'origine d 'Eucalyptus grandis 

1-2- Biologie de la reproduction 

L 'Eucalyptus grandis appartient a la famille des Myrtacees, du genre Eucalyptus, de sous-genre 

Symphyomyrtus, section Transversaria, serie Salignae, sous serie Punctatinae. Il est susceptible 

de s'hybrider avec des especes voisines appartenant au sous-genre Symphyomyrtus (E. robusta, 

4 
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E. bostryoides, E. resinifera, · .. . ). 

1-2-1- La floraison 

Les Eucalyptus sont des arbres a fleurs hermaphrodites c'est a dire que les organes males 

et femelles sont presents sur une meme fleur. En general, I 'Eucalyptus grandis commence a 

fleurir a partir de 2 a 3 ans. La periode de floraison est variable a l'interieur de l'espece. Elle 

depend largement des conditions environnementales qui se presentent par annee (temperature, 

humidite et de la nutrition). Mais elle depend aussi des provenances, des individus, du site de 

plantation. En haute altitude avec une temperature froide, les Eucalyptus fleurissent tardivement 

par rapport a ceux qui se trouvent en basse altitude et avec une temperature chaude. Mais en 

general, les Eucalyptus exotiques presentent une periode de floraison beaucoup plus etendue par 

rapport a ceux des forets naturelles. Pour Eucalyptus grandis la periode de floraison varie du 

mois d'avril au mois d'aout dans son aire naturelle (Boland DJ et al, 1984) et peut aller du mois 

de juillet au mois de decembre en Afrique du sud (F AO, 1982). 

1-2-2- La pollinisation 

Les Eucalyptus font partie des especes zoogames ou plus particulierement entomophiles. 

Differents types d' insectes (Coleopteres, dipteres, hemipteres, hymenopteres, lepidopteres, ... ) 

visitent les fleurs des Eucalyptus. Ils sont attires par les fleurs pour leur besoin alimentaire 

(pollen et nectar) et rendent ainsi un grand service aux arbres pour la pollinisation. La diversite 

des insectes et leur activite maximale sont observees en periode calme et ensoleillee (Griffin et 

Cotteril, 1988). Des etudes d'isozymes sur E. regnans de 13 ans ont montre une distance 

moyenne de pollinisation de 42m. Par contre, !'utilisation de phosphore isotope (P32
) sur E. 

saligna a pennis de trouver des distances de pollinisation pouvant aller jusqu'a 300m de distance, 
,< 

mais la majorite de la dispersion s'effectue sur 100m. Ch~z l'E. grandis, la receptiviJe du 

stigmate est optimale 4 jours apres la dehiscence des antheres. En pollinisation libre, seulement 

environ 8 ovules sont fecondes dans une capsule. Par contre en pollinisation contr6lee, ce chiffre 

atteint jusqu' a 34 (Eldridge et al, 1993). 

1-2-3- Fecondation 

Les Eucalyptus ont un regime de reproduction mixte de 75% d'allogamie et 25% 

d'autogamie (Eldridge, 1976). Plusieurs hypotheses ont ete emises par differents auteurs sur le 

taux assez faible de l'autogamie. Hodgson, 1976, (cite dans Eldridge et al 1993) pense qu'il y 
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a inhibition de la croissance du tube pollinique de l' auto-pollen qui empeche la fecondation de 

son propre ovule. D'autres auteurs proposent une competition de la croissance des tubes 

polliniques dans le style au detriment de l'auto-pollen (Chaperon, 1988 et Sedgley et Smith, 

1989 : cites dans Eldridge et al 1993) ont pu montre que la croissance des tubes polliniques est 

la meme pour l'auto-pollen et l'allopollen, mais peu d'ovules sont fecondes par l'auto-pollen. 

L'autofecondation est tres courante et variable d'un individu a l'autre et d'une annee a l'autre 

(Hodgson, 1974). Mais elle est importante dans les vergers a graines par fecondation libre (Van 

Wyk, 1980). Un fort taux d'autogamie a pour effet une augmentation rapide de la consanguinite 

qui entra'ine une reduction des gains au rendement. 

1-2-4- La consanguinite 

La consanguinite resulte de !'union entre des individus possedant uncertain degre de 

parente OU de l'autogamie. Elle eleve la probabilite d'apparition des tares liees a des genes 

recessifs (genes homozygotes) dans leurs descendants. L'ensemble de ces genes est generalement 

designe sous le terme de fardeau genetique. Cette consanguinite se traduit en general par une 

depression de vigueur des arbres. L'experience sur E. grandis, montre que la depression sur la 

hauteur dans les farnilles de demi-freres est de l'ordre de 2 a 26% par rapport a la farnille de 

plein-freres (Hodgson, Cite dans B. Martin, 1987 ). Mais elle est caracterisee aussi par la 

presence de «dwarfs», qui sont des plants atteints de nanisme caracterise (tige multiple, feuilles 

difformes, arrondies, lineaires, courbees, cloquees, defauts de pigments chlorophylliens, ... ), 

parmi les individus autofecondes dans la population. Ces dwarfs ont une esperance de vie allant 

du stade de repiquage jusqu'a une dizaine d'annees. 

1-2-5- Facteurs favorisant a la consanguinite 

- V ariabilite genetique de la population 

Une faible variabilite genetique associee a apparentement entre les arbres augmentent Les 

risques de depression de consanguinite par croisement. Certaines populations naturelles (E 

tereticomis au Congo, E grandis en Afrique du sud) presentent des performances superieures aux 

produits des vergers a graines de premiere generation issues de selection des meilleures 

populations ( B. Martin, 1987). L'auteur evoque la reduction de la base genetique constituant la 

population des vergers qui favorise la possibilite de consanguinite. 
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- Facteurs lies a la reproduction . 

Meme si la population.est d'une grande variabilite genetique, la floraison dans un verger 

peut varier entre les provenances et entre les arbres. Cela peut eloigner des conditions de 

panmixie car tous les arbres ne participent pas en meme temps a la pollinisation et par 

consequent il ya une grande chance pour que les individus apparentes (meme phenologie) se 

pollinisent entre eux. Pour que la panmixie soit favorisee, il est important que la maturite des 

antheres, leur dehiscence et la receptivite du stigmate des arbres soient synchronisees. La 

maturite differee dans le temps entre les organes males et les organes femelles d'une meme fleur 

(protandrie et protogenie) evitent l'autogamie. 

- Les agents pollinisateurs 

Pour les especes entomophiles, la pollinisation depend principalement de l'activite des 

insectes pollinisateurs. Or, le climat joue un grand role sur leur activite. Leurs frequentations 

florales sont nombreuses et regulieres en periode chaude et claire. La pollinisation croisee est 

favorisee en ces temps. Par centre, en periode defavorable (froide, pluvieuse) leur activite est 

reduite, voire meme absente et favorise l'autopollinisation. Un taux de 83% d'autofecondation 

a ete observe sur des fleurs issues de floraison en dehors de la periode normale ( Hodgson, 1974). 

Deux grands facteurs contribuent a la consanguinite. Le premier est le faible base 

genetique de la population et le second l'autogamie qui depend surtout des facteurs 

phenologiques (date de floraison ... ) et environnementaux (pollinisateurs, ... ). Une methode directe 

permet d'apprehender la variabilite genetique d'une population et le taux d'autofecondation, c' est 

celle utilisant les marqueurs moleculaires. 

2- Marqueurs moleculaires 

Les marqueurs utilises en genetique des populations sont des marqueurs de locus polymorphes 

qui renseignent sur le genotype de l'individu qui les portent. Les plus courants sont les marqueurs 

morphologiques, les marqueurs moleculaires (ADN) et les marqueurs biochimiques (isozymes, 

proteines). Mais, un marqueur ideal doit correspondre aux criteres suivants : 

- un caractere polymorphe qui permet de differencier des genotypes. II est determine par 

la presence dans une meme population de deux ou plusieurs formes d'alleles a un locus donne 

( multiallelisme ). 
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- un caractere codominant c'est a dire un individu heterozygote presente simultanement 

les caracteres des deux parents homozygotes, 

- non epistasique c'est a dire le genotype peut etre lu a partir du phenotype quel que soit 

le genotype aux autres locus, 

- neutre : les substitutions alleliques au locus marqueur n'ont pas d'autres effets 

phenotypiques que ceux qui permettent de determiner son genotype, 

- un caractere non sournis aux variations de 1' environnement. 

L'utilisation des marqueurs morphologiques est souvent limitee en raison de leur faible 

nombre disponible, de leur caractere generalement dominant et pouvant etre influence par le 

milieu. Les marqueurs biochimiques, qualifiees de marqueurs indirects (isozymes et proteines) 

de genome ne sont pas tres polymorphes et leur production est specifique selon les organes. 

Seuls les marqueurs moleculaires ( au niveau de 1 'ADN) repondent aces criteres avec leur 

grand nombre et leur presence illimitee quel que soit le type de tissu. Le polymorphisme au 

niveau moleculaire est mis en evidence soit par : 

- sequern;:age des fragments homologues ou le polymorphisme de sequence qui est une 

technique lourde. La detection de differences de sites d' enzyme de restriction par la technique 

RFLP (Random Fragment Lenght Polymorph), de differences de conformation par la SSCP 

(Single Strand Conformation Polymorphisme), sont des methodes indirectes. 

- la difference du nombre d'unites de repetitions ou de la longueur (nombre de paire de 

bases) de marqueurs SSR (Single Sequence Repeat). 

I1 faut remarquer qu'il existe d'autres marqueurs genetiques dopt certains sont dominants comme 

les RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) et AFLP (Amplified fragment Length 

Polymorphism). 

2-1- les marqueurs microsatellites 

Les microsatellites sont des sequences constituees d'une repetition en tandem de motif mono, 

di, tri OU tetranucleotides «(A)n, (TC)n, (TAT)n, OU (GAT A)n,···», et la valeur den peut varier de 

quelques unites a plusieurs dizaines. Ce sont des fractions hautement repetees chez les 

Eucaryotes, et representent rarement plus de 5% de l'ADN total (Lewin B, 1988). Les regions 
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centromeriques sont parfois apparues plus riches en sequences microsatellites. Cependant avec 

le developpement de ces marqueurs sur de nombreuses especes animales et vegetales, la 

repartition de ces sequences semble plus reguliere, elles sont trouvees principalement dans les 

zones non codantes du genome, rarement dans les exons et introns. Ces sequences se 

caracterisent par un polymorphisme important du a la variation par mutation (insertion ou 

deletion d'un motif) du nombre de repetitions selon les alleles. Le taux de mutation est estime 

entre 10-2 et 104 mutations / gene / generation chez les sequences microsatellites. 

Le sequens;age de differents individus au meme locus a montre des variations du nombre de 

repetitions dans le motif repete et dans les sequences flanquantes ( Streiff, 1998) dues a une 

mutation. L'amplification in vitro par PCR (Polymerase Chain Reaction) de la sequence des 

motifs microsatellites engendre des erreurs de copie lors de la replication. En effet, !'enzyme 

polymerase rajoute ou enleve un motif dans le fragment synthetise a cause de conformations en 

boucles. Des fragments, generalement de tailles inferieures au fragment initial, se forment et 

entrament la presence des bandes parasites lors de la revelation. Les bandes parasites de motifs 

dinucleotides (motifs de deux bases) sont plus frequents que ceux des trinucleotides (motifs de 

trois bases) par amplification in vitro. De meme, ii semble que la composition du motif (teneur 

en bases G et C) a un effet sur ce phenomene (Tautz et Schlotterer, 1994). Une mutation 

ponctuelle, par remplacement d'une base par une autre, peut affecter les sequences flanquantes. 

Le crossing over inegal au cours de la meiose peut etre aussi une source de mutation. Mais, ce 

phenomene est rare chez les sequences de motifs minisatellites, microsatellites ou satellites a 
cause de leur petite taille. 

2- 2- Le principe de detection du polymorphisme 

Le principe de detection du polymorphisme consiste a l'ampiification in vitro par la technique 

PCR des alleles de la sequence microsatellite (locus) par l'hybridation de deux amorces-dans 

leurs regions flanquantes. Le nombre de repetition du motif differencie les alleles au niveau de 

chaque locus determine. En general, les differences entre les alleles sont faibles 2, 4, 6 bases ou 

quelque fois plus et sont detectables par migration sur gel d'acrylamide avec une echelle de 

reference de 10 paires de bases. 
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2-3- La PCR (Polymerase Chain Reaction) 

La PCR est une technique d'amplification enzymatique in vitro de l'ADN. Elle consiste a 
synthetiser un segment d' ADN, situe entre deux regions de sequences connues, a l'aide de 

l'enzyme Taq polymerase. Pour la synthese, }'enzyme catalyseur necessite une zone d'amon;age. 

L' appariement en position 3' des deux amorces (oligonucleotides d'environ 20 paires de base), 

complementaires chacune d'un des deux brins d' ADN permet de determiner cette zone et 

d'orienter la synthese vers la region ciblee. 

2-3-1- la technique PCR 

Les reactifs necessaires pour realiser la PCR sont constitues d' ADN a amplifier, des 

deux amorces oligonucleotides, des quatre desoxynucleotides triphosphate (d.ATP, dCTP, dGTP, 

dTTP) en large exces molaire et de la Taq polymerase. 

Avant la reaction PCR, une denaturation a 95°C pendant 5 minutes permet de bien 

separer tousles brins d' ADN. Des reactions en chaine de trois phases thermiques suivent: 

' - la phase de denaturation a 95°C pendant une minute, consiste a rompre l'energie de 

liaison entre les deux brins complementaires de 1 'ADN (liaison hydro gene), qui servent de 

matrices pour les phases suivantes. 

- la phase d'hybridation : par refroidissement lent, chacune des deux amorces va 

s'hybrider a chaque extremite 3' de la sequence cible des deux brins matrices. En effet, la 

presence de ces oligonucleotides en exces empeche la renaturation des deux brins. La 

temperature d'hybridation est fonction de la longueur de l'amorce utilisee et de sa composition 

en bases. 

- la phase d'elongation: la taq polymerase est une enzyme thermostable. Elle synthetise 

a 72°C a partir des amorces, les brins complementaires en rajoutant successivement· les 

desoxynucleosides triphosphates (puises dans le tampon de reaction). 

Apres chaque cycle, le nombre de sequences servant de matrices pour le cycle suivant 

(matrice initiale et les brins neosynthetises) est double. Dans la pratique, le nombre de cycles 

d'amplification est d'environ 30. A terme, en theorie, un brin de matrice initial produira 230 

copies de la sequence cible, nombre necessaire pour une bonne revelation sur gel d'acrylamide. 

A la fin une elongation a 72°C pendant 7 minutes permet de terminer les brins en voie de 

synthese. 

La PCR est une technique qui permet une amplification rapide et selective d'une 
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sequence d' ADN donnee. Efle peut se faire sur une quantite tres faible de materiel initial et 

s' effectue sur de courte regioI) d 'ADN. Mais, sa reussite necessite I' optimisation prealable des 

conditions de la reaction. 

2-3-2- Optimisation des conditions de la PCR 

2-3-2-1 La qualite et la quantite d'ADN 

La quantite d' ADN initial influe sur le resultat de !'amplification. Une quantite 

insuffisante entraine une faible ou rneme une absence d'amplification. Une quantite trop 

importante peut conduire a la formation des produits non specifiques traduits par la presence de 

trainees de bandes qui rendent difficile la lecture des gels. D'ou la necessite de bien definir les 

quantites optimales d' ADN selon le type de genes. Des agents chimiques et biologiques ( ethanol, 

NaCl, EDTA, phenol, isopropanol, uree, ... ) presents dans l'echantillon d'ADN ou dans les 

reactifs utilises lors de son extraction ou de sa conservation inhibent !'action de la taq polymerase 

a une certaine concentration. 

La contamination de I' echantillon d 'ADN peut fausser le resultat d'e I' amplification d' ou 

la necessite d'une sterilite des materiels de PCR. 

2-3-2-2- Les conditions d'appariement des amerces 

L'appariement des amerces sur la region flanquante de la sequence cible et la stabilite du 

couple amorce-brin matrice lors de !'elongation sont les conditions principales pour l'obtention 

de produits specifiques a la PCR au detriment des produits non specifiques. II depend de 

plusieurs facteurs 

- L'appariement des amorces est favorise par la temperature de fusion qui est specifique 
~ 

a chaque paire d'amorces. La temperature de fusion est fonctfon de pourcentage des differentes 
-

bases constituant l'oligonucleotide. Elle est calculee a partir de la formule ci-apres (Larzul D) 

appliquee pour les amorces de petite taille generalement de 14 a 24 bases. 

T0 
::::: (2°C * nombre de bases AT) + 4 °C * (nombre de bases GC). 

- La formation des structures secondaires des amorces doit etre evitee. L'hybridation 

intra-amorce entraine la formation d'une boucle intracatenaire qui empeche !'elongation par la 

taq polymerase. De meme l'hybridation inter-amerces due a la complementarite partielle des 

deux amorces empeche !'elongation ou induit la formation d'un dimere d'amorces «primer­

dimer». 
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- La taille des amorces recommandee varie entre 20 a 25 nucleotides. En effet, en dessous 

de 18 nucleotides, I' appariement non specifique est favorise. Plus la taille des arnorces est grande 

plus l'appariement est specifique mais leur fabrication coute cher. 

- Les elements constitutifs du tampon de PCR contribuent aussi a l'hybridation des 

amorces et !'elongation par la taq polymerase. Le tris-Cl tamponne le milieu au niveau optimal 

pour l'activite de la taq polymerase. Les ions Mg2
+ du chlorure de magnesium, associes avec les 

charges negatives des brins d 'ADN limitent les forces de repulsion entre ces derniers et 

favorisent la stabilite de l'hybridation. Ils agissent aussi comme cofacteur de la taq polymerase. 

Mais, leur concentration trop forte favorise a la fois la formation des produits specifiques et non 

specifiques. Le raj out des cations monovalents K+ et NH4 + attenue considerablement la formation 

de ces demiers au profit des produits specifiques. 

2-3-2-3- La qualite et la quantite de !'enzyme ADN polymerase 

La taq polymerase est une enzyme thermostable issue de Thermus aquaticus. Sa demi vie 

est de 10 minutes a 97°C ou 60 minutes a 94°C. Elle a un taux d'extension de 2 a 3 Kb par 
I 

minute a 72°-78°C, ce qui permet de produire des millions de brins en quelques heures. D'ou, 

il est recommande d'utiliser une quantite de 2,5Ud' enzyme pour 1001 de tampon de PCR pour 

30 cycles et pas en dessous de 1U/100µ1 (1 U = 50 µmole d ' enzyme). 
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Materiels et Methodes 
/ 

1- Presentation du site 

La station Antsirinala se situe dans la zone orientale (longitude 48°1 O' E, de latitude 

18°55'S) et a une altitude d'environ 910 m. C'est une region humide, de temperature moyenne 

annuelle variant de 21-26°C avec une precipitation annuelle de 1400 mm etalee sur 171 jours. 

Les sols, de type ferralitique sont fortement dessatures et couverts d'une vegetation fourree 

d'Helicrysum et Philippia 

2- Materiel vegetal 

2-1- Verger a grain es d 'Antsirianala 

Le verger a grain es de familles d 'Eucalyptus grandis a ete plante a Andranokobak:a le' 29 j an vier 

1987 sur une surface de 0,6 hectare. Le dispositif est constitue de 40 blocs complets de 12 

descendances issues de 5 provenances dont quatre issues de l'aire d'origine Australie et une 

provient d'Andranokobak:a (tableau 1). La parcelle unitaire est constituee d~ monoarbre, espaces , 

de 3 m en carre avec une densite de 1111 arbres/ha. Le dispositif est entoure de deux lignes de 

bordures avec le meme ecartement. Une semaine avant la plantation, 200g de NPK Zn (8-16-24-

2) et 50g d'uree ont ete apportes par trou de plantation. 

Tableau 1 : Caracteristiques des provenances d'Eucalyptus grandis de l'essai n°70 

Trait N° lot Provenances Pays Longitude Latitude Altitude 

1 86027 Andranokobaka Madagascar 48°14'E 18°56'E 900 

2 86034 Andranokobaka Madagascar 48°14'E 18°56'E 900 

3 86055 Andranokobaka Madagascar 48°14'E 18°56'E 900 
~ 

5 80/2757N Sf 185, E Atherton QLD Australie "148°30'E 21 °n·s 710 . 
8 80/3033N Sf 185, E Atherton QLD Australie 145°42'E 11°15•s 800 - . 

9 80/3034N Sf 185, E Atherton QLD Australie 145°42'E 11°15•s 800 

12 80/3041N Tinaroo falls down QLD Australie 145°36'E 11°11 ·s 900 

13 80/3044N Tinaroo falls down QLD Australie 145°36'E 11°11·s 900 

14 80/3046N Tinaroo falls down QLD Australie 145°36'£ 11°42·s 940 

16 80/3054N SO Ravenshoe QLD Australie 145°28'E 11°42·s 940 

18 80/3056N SO Ravenshoe QLD Australie 145°28'E 11°42•s 940 

19 84/4555N 0 Paluma QLD Australie 146°00'E 19°00'S 900 
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Apres une serie d'eclaircie selective par elimination des arbres chetifs en 1996, ce qui a elimine 

systematiquement la descencjance n°5 de la provenance E Atherton, le verger comprend 

actuellement 245 individus (voir Annexe 9). Les arbres de bordure ont ete supprimes en 1998 

malheureusement apres la floraison. Le verger est compose de 34,3% de descendances 

d' Andranokobaka, 17,5% d' Atherton, 20% de Tinaroo, 24,5% de Ravenshoe et seulement 3,7% 

de Paluma. 

Une etude sur la variabilite genetique des arbres du verger a ete menee enjanvier 1999 

a l'aide de marqueurs moleculaires microsatellite (Razafiarivelo S, 1999). Tousles individus du 

verger ont fait l'objet de cette etude, exceptes les arbres de bordure. De plus, un suivi 

phenologique est realise chaque annee depuis le debut de l'etude. 

2-2- Verger a graines de descendances a Mahela 

Des graines issues de pollinisation libre, recoltees en 1998 sur chacun des 5 arbres choisis pour 

cette etude, font l'objet de recherche de paternite et de flux de genes dans le verger. La 

germination des graines et l'elevage des jeunes plants ont ete effectues· pour des raisons de 

securite, sur deux pepinieres (Mahela et Ambatobe ). 

2-3- La recolte des feuilles sur les semis 

La recolte est faite trois a quatre mois apres le semis, soit sur des plantules a la pepiniere ( en 

sachet), soit sur des plantules sur le terrain d'essai. Chaque farnille est representee par 60 

individus, choisis au hasard parmi les plantules. Un nurnero est attribue a chacune des plantules, 

puis 60 numeros sont tires au hasard et sont consideres representatifs de la farnille. Le choix des .. 
feuilles est fait directement sur pied. Elles sont de type juvemi.e, non anthocyanees, non coµaces 

-
et indemnes de maladies (viroses ou champignons). Pour !'extraction sur materiel frais, le pesage 

de 100 mg de feuilles sans nervure principale, est effectue immediatement sur une balance de 

precision Mettler alimentee par un groupe electrogene. Ainsi, elles sont introduites dans des 

tubes codes prevus pour le broyage et plonges dans une cuve contenant de l'azote liquide (a -

173°C) permettant leur conservation jusqu'au laboratoire a Ambatobe. Par precaution, une 

reserve constituee de feuilles sechees est conservee dans des enveloppes prevues pour la methode 

d'extraction a partir de feuilles seches. 
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3- Technique de revelation ·du polymo.rphisme moleculaire 

3-1- Extraction d' ADN genomique total par la methode Kit Quiagen 

Les echantillons sont ramenes au laboratoire du FOFIF A a Ambatobe pour l' extraction par la 

methode Kit Quiagen. C'est une methode d'extraction a partir de feuilles fraiches (Annexe 1). 

Les tampons sont fournis avec le Kit, mais sans leurs natures et leurs compositions. L' ADN 

purifie issu de cette methode est generalement de bonne qualite, mais la quantite obtenue est 

souvent faible. 

3-2- Contr6le de la quantite et qualite de l'ADN 

Le dosage de la concentration d'ADN a l'aide d'un fluorirnetre permet de lire directement la 

concentration reelle des echantillons (Annexe 3). Une verification de la qualite et de la quantite 

d'ADN est realisee par electrophorese sur gel d'agarose (Annexe 2). Ces deux etapes sont 

irnportantes pour le bon deroulement des reactions ulterieures (voir chapi'tre 2-3-2-1). Une fois 

les concentrations de chaque echantillon determinees, les solutions de travail pour la 

polymerisation in vitro sont preparees a 3 ng/µl 

3-3- La polymerisation in vitro 

Le volume reactionnel (ADN+MIX) est de 12,5 ml par echantillon (Annexe 4). La 

polymerisation est realisee sur un thermocycleur (Stratagene ROBOCYCLEUR) programme 

suivant les differentes etapes de la PCR (voir chapitre 2-3-1). La temperature d'hybridation des .. 
amorces differencie les reactions PCR, elle est fonction des imorces utilisees. 

3-4- Les amorces 

Les cinq (5) paires d'amorces utilisees pour l'etude de la variabilite genetique du verger a 
graines servent par la suite pour la recherche de paternite sur les descendants des arbres meres 

etudies (tableau 2). Les 5 locus peuvent etre consideres comme independants les uns des autres 

car 3 loci (ElO, E13 et El9) sont portes par 3 chromosomes differents et 2 loci (E06, El 1) sont 

situes sur le meme chromosome, groupe de liaison Gl forme des locus (E12: E06: E16: Ell), 
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mais la distance genetique de recombinaison entre ces deux locus est de 54 cM, (Brondani, 

1998). Ces resultats sont confirmes sur le croisement etudie au CIRAD-Foret, groupe G7 (E12 

: - : E16: El 1) (Verhaegen D., communication personnelle) (Tableau 3). 

Tableau 2 : Caracteristiques des 5 amorces 

SSR Repetition motif Sequences des paires d 'amorces T° hybri Duree de 

locus dation migration 

Embra06 (AG)19 5'-gAT Cgg ATT ggA ggA gAC-3' 60°C 2 h 30 rnn 

5'-AA T TCA A TT CAT CCA AAg C-3' 

EmbralO CCT)lAG)14 5'- gTA AAG ACA TAg TgA AgA CAT TCC-3' 60°C 2h 30 rnn 

5'-AgA Cag TCA gTT CTC Tag CTC -3' 
' 

Embral 1 (AG)4GG(AG) 13 5'-gCT Tag AA T TTg CCT AAA CC-3' 56°C 2h 30 rnn 

5'-gTA AAA TCC Atg ggC AAg-3' 

Embra13 (AGb 5'-A TT TCC CTA ggT Ttg ACA Tg-3' 54°c 2h 

5'-TCC AAC ATC TIA CTC AAC CA-3' 

Embra19 (AG)19 5'-gAC ggT TgA TTT CCT gAT T-3' 58°C 3h 

5'-gTg gTg CTC CTC TCC TCT-3' 

Tableau 3 : Position des locus microsatellites etudies sur les groupes de liaison des cartes 

genetiques publiees. 

Locus Groupe de liaison Groupe de liaison 

(Verhaegen D. et Plornion C. 1997) (Brondani et al 1998) 

Embra 06 Non cartographie Groupe 01 
~ 

Embra 10 Groupe 06 Groupe 10 ~ 

Embra 11 Groupe 7 Groupe 1 

Embra 13 Groupe 10 Groupe 09 

Embra 19 Groupe 09 Groupe 04 

A la fin de la PCR, l'amplifiat est constitue essentiellement par des produits specifiques 

de !'amplification des sequences ciblees par les amorces utilisees. Le polymorphisme est ensuite 

detecte par migration sur gel d' acrylamide denaturant. 
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3-5 Electrophorese sur gel Acrylamide a 6% 

La determination du polymorphisme au niveau de chaque locus est effectuee par electrophorese 

des fragments d'ADN cibles prealablement denatures, sur gel d'acrylamide denaturant (Annexe 

2). Le deplacement des molecules a travers les mailles du gel varie en fonction de leur taille que 

l'on determine par l'intermediaire d'une echelle de reference de 10 paires de base. La duree de 

migration est fonction du nombre de paires de bases attendu determine par les amorces utilisees 

lors de !'amplification. 

3-6- Revelation du polymorphisme 

Le polymorphisme est revele par la methode photochimie de coloration en nitrate d'argent (Ag 

N03) amelioree et optimisee par (Brant et al,1991). Elle consiste a reduire lesions Ag+, fixes 

sur les bases d' ADN, en metal (de couleur noire) par le formaldehyde en milieu alcalin (Annexe 

5). 
, 

Les individus homozygotes sont representes par une seule bande et ceux heterozygotes 

par deux bandes. Le polymorphisme est represente par les differentes tailles de ces bandes (le 

nombre de paires de base) que l'on mesure a partir de l'echelle de reference pour estirner la 

diversite genetique 

4- Methodes d'analyses 

4-1- Analyse de la diversite genetique 

., 

- la sirnilarite genetique et les distances genetiques sont calculees avec le logiciel Darwin du 

CIRAD. 

Cette etude a seulement pour but de determiner, a partir de 5 loci microsatellites, si les 

individus de la population etudiee sont differents entre eux et de representer le dendrograrnme 

par la methode des Score. Les distances genetiques sont calculees a partir des similarites definies 

par Sokal et Michener dont la formule est : 

D (i,j) = 1 - (u/(m+u)) 

u est le nombre de caracteres identiques chez i et} 

m est le nombre de caracteres differents chez i et j 
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Une distance egale a zero montre que les deux individus sont identiques et lorsque deux 

individus sont differents, la distance qui les separe est comprise entre O et 1. 

Les indices de diversite sont calcules a partir du logiciel Pop gen version 1.31 (Yeh F, 

Rong-cai Yang, 1999). 

- les indices de diversite par rapport a la population entiere ou aux provenances ou aux 

descendances : 

* frequences alleliques «f» 

* nombre d'alleles observes par locus« Ao» 

* nombre d'alleles efficace «Ae = l/Lpi2» ou pi est la frequence de !'allele i 

* Heterozygotie observee «Ho» 

* Heterozygotie attendue de Nei «He= 1- I pi2 » ou Pi est la frequence de !"allele i 

* Deficit en heterozygote «F = 1 - (Ho/He)» Nei (1987) 

* F statistiques : 

Fis: mesure de l'ecart a la structure de Hardy Weinberg a l'interieur des s?us populations. 
, 

Fit: mesure l'ecart global a la structure de Hardy Weinberg dans !'ensemble 

Fst : mesure le deficit du a la differenciation entre sous population 

4-2- Systemes de reproduction et flux de genes par pollen 

Une definition stricte des systemes de reproduction est celle de l'autofecondation ou de 

I' allofecondation. La definition peut etre plus large et inc lure l 'homogeneite du pool pollinique, 

l 'isolement des populations et les flux de genes. Dans les vergers a graines et dans les tests de 

descendances, ii est crucial de connaitre le niveau de consanguinite des graines, le nombre de 

reproducteurs males et le degre du flux de pollen provenantpe l'interieur de ces peuplements. 

La qualite des varietes produites dans ces vergers depend de ces parametres. Le gestio.nnarre de 
. 

ces vergers a besoin de ces informations pour optimiser les varietes recoltees. Aujourd'hui, les 

connaissances des systemes de reproduction ont beaucoup evolue surtout grace a l'apport des 

marqueurs moleculaires. 

4-2-1- Les mesures indirectes de phenologie et de fertilite 

La variabilite des parametres de fertilite et de duree de floraison (phenologie) est connue 

pour etre tres elevee chez les especes forestieres. Cette variabilite peut entrainer une reduction 

de la taille efficace, en reduisant le nombre de reproducteurs potentiels (ferti,lite) et le nombre de 
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croisements possibles. Dans certains cas la phenologie peut empecher l' autofecondation et limiter 

l'hybridation entre deux especes. 

Dans le verger a graines d'Andranokobaka, ces etudes sont encours d'analyse (these de Gilles 

Chaix). 

Ce travail de DEA est particulierement base sur le genotypage des arbres adultes du 

verger et de familles issues de pollinisations libres (5 descendances) avec 5 locus microsatellites. 

Avec ce type de marqueurs, !'analyse statistique en vue d'inferer les parametres du systeme de 

reproduction est realisee par une analyse de paternite par exclusion directe. 

4-2-2- Analyse de paternite : principe 

Les analyses de paternite consistent a comparer les genotypes multilocus de descendants 

et ceux des parents potentiels. Lorsque les descendants sont issus d 'une mere connue cette 

methode peut etre utilisee pour estirner la patemite seulement. 

L'efficacite des analyses de patemite depend de la probabilite d'exclure les males potentiels sur 

la seule base de leur genotype multilocus. 

4-2-2-1- La probabilite d'exclusion 

La probabilite d'exclusion permet de determine l'efficacite des analyses de parente a 
exclure les males peres potentiels sur la seule base de leur genotype multilocus. Elle est fonction 

des frequences alleliques dans la population (Streiff R., 1998) et le calcul est effectue avec le 

logiciel Cervus (Version 1.0 Tristan Marshall, Universite d'Edimburgh, 1998). 

Soit un individu dont on connait la mere mais pas le pere, si on lui attribue comme pere 

un individu pris au hasard dans la population, quelle probabilite y a-t-il que celui cine puisse pas 
" 

etre le vrai pere ? 

Dans une population panrnictique en equilibre pour le cas d 'une paire d' alleles co­

dominants (A et a de frequences respectives pet q), il est possible de determiner les divers types 

possibles d'association mere-enfant et leurs probabilites respectives (tableau 4). 

Pour chaque couple mere-enfant certains genotypes patemels dont on connait la probabilite sont 

exclus. Ainsi la mere etant AA (probabilite p2
), il faut un gamete male A (probabilite p) pour que 

le zygote soit AA. La probabilite du couple mere-enfant AA.AA est done p3
• Pour ce couple 

mere-enfant le pere ne peut pas etre aa (probabilite q2
) . La probabilite d'exclusion correspondante 

s'obtient en multipliant les deux probabilites. La probabilite d'exclusion EP correspond a la 
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somme des termes de la demiere colonne du tableau 4. 

Tableau 4 : Probabilites d'exclusion de paternite dans un systeme a 2 alleles co-dominants. 

Couples mere-enfant Probabilites Peres incompatibles Probabilites Probabilites d ' exclusion 

AA.AA p3 aa q2 p3q2 

AA.Aa p2q AA p2 p4q 

Aa.AA p2q aa q2 p2q3 

Aa.Aa pq -- -- --

Aa.aa pq2 AA p2 p3q2 

aa.Aa pq2 aa q2 pq4 

aa.aa q3 AA p2 p2q3 

EP p3 q2 + p 4 q + p2 q3 + p3 q2 + p q 4 + p 2 q3 

EP = ( 1 - p q ) p q 

La generalisation de cette expression an alleles (frequences respectives Pi, p2; • •• , Pi, pj,· . ·Pn) a 

ete proposee par Hanset en 1975. 

EP LP;P)l- P;PJ + 3 LP;PjP)l - pipj - P;Pk - Pj Pk) 
i<j i<j 

j<k 

Tous les males sont exclus, sauf le pere, lorsque la PE est egale a 1. La probabilite 

d'exclusion augmente avec le nombre de loci, le nombre d'alleles par locus et l'equilibre de 

distribution des frequences alleliques. 

4-2-2-2- le maximum de vraisemblance (approche probabiliste) 

Les analyses de paternite consistent a comparer les genotypes multilocus de descenclants, 

issus de mere connue, et ceux des parents potentiels pour estimer ensuite la patemite (Cervus). 

La methode statistique appliquee est le maximum de vraisemblance. Le candidat parent qui 

presente le maximum de vraisemblance et ayant un seuil "~c" correspondant au niveau de 

confiance predetermine, strict (95%) et relache (80%), est reconnu comme pere. 

L'analyse sur Cervus se fait en trois etapes : 

- le calcul des frequences alleliques au niveau de chaque locus, 

- la simulation de la recherche de patemite qui consiste a estimer la puissance de 

20 



. I Materiels et Methodes 

resolution des series de marqueurs codominants par les frequences des alleles sur deux niveaux 

de confiance, ensuite d'estimer respectivement les valeurs critiques de seuil .:1c correspondantes, 

- la recherche de paternite consiste a determiner le pere a partir d'un parent connu (la 

mere) en calculant le maximum de vraisemblance de chaque pere candidat. Les descendants 

doivent porter l'allele de la mere a chaque locus pour pouvoir affirmer leur appartenance a la 

mere. 

Calcul des vraisemblances : 

Pour chaque candidat, deux hypotheses alternatives sont possibles 

(H1) le candidat parent est le vrai parent 

(H2) le candidat parent n'est pas le vrai parent 

La vraisemblance peut etre calculee a partir de la probabilite attribuee a chaque hypothese. 

L(H/g) = P(g/H1) : la vraisemblance de l'hypothese H 1 donne par le genotype «g» est la 

probabilite pour que le genotype «g» soit vrai (sous l'hypothese H 1) 

L(H/g) = P(g/H2) : la vraisemblance de l'hypothese H2 donne par le genotype «g» est la 

probabilite pour que le genotype «g» ne soit pas vrai (sous l'hypothese I--12). 

Le ratio de vraisemblance est : 

L(Hl,H2/g) = P(g/Hl) I P(g/H2) d'ou 

LOD score= logo:: L(Hl,H2/locus) = L log L(Hl,H2/locus) 

Le LOD score (maximum de vraisemblance) est calcule pour chaque candidat parent et 

ii base sur les genotypes des parents candidats, des descen.,dants et de la mere. Pour chaque 

descendant, un coefficient ".:1"est obtenu par la difference des LOD scores des deux meilleurs 

candidats peres et est compare a celui obtenu par la simulation. Seuls les LOD scores superieurs 

a zero sont consideres pour le calcul de .:1. 

1 ° Si les cinq locus sont types chez les candidats peres possibles et communs a ceux du 

descendant, plusieurs cas peuvent orienter le choix 

- Si .:1 ~ .:1c, alors le premier candidat est designe le pere a un niveau de confiance eleve. 

- Si O < .:1< .:1c, le choix du premier candidat parent possible est en dessous du seuil de 

confiance mais on estime que le pere est a l'interieur de la parcelle 

- Si .:1 = 0, les deux meilleurs candidats ont la meme vraisemblance ct.one il est impossible 
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de choisir entre les deux, cependant on est sfir que le pere provient de l'interieur de la parcelle, 

2° Si les 5 locus sont types chez les candidats peres mais au moins 1 locus ne correspond 

pas a ceux du descendant , le pere est considere venant de 1 'exterieur de la population etudiee 

3° Siles locus types sont <4 chez les parents candidats, le pere est considere venant de 

l'exterieur mais sous reserve que quelques individus presents dans la population etudiee ne sont 

pas types (manque de donnees) et font partie des candidats peres possibles. 
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Resultats et Interpretations 
/ ' 

1- Revelation du polymorpbisme 

La revelation du polymorphisme chez les parents et les descendants a consommee presque 

les 2/3 de la periode de stage. Le nouveau typage des parents a permis de supprimer environ 20% 

d'erreurs sur le premier typage. En effet, ce dernier a ete fait en meme temps que la mise au point 

de la technique, et les gels obtenus etaient generalement difficiles a lire ( deformes, pleins de 

taches, ... ). La photographie 1 presente la variabilite genetique observee chez une provenance 

malgache avec un seul locus marqueur. 

120 pb 

IJOpb 

100 pb 

90pb 

Variations 
alleliques 

Photo 1 : V ariabilite des 3 descendances de la provenance d' Andranokobaka avec le locus marqueur microsatemte E 10. 

La photographie 2 presente la segregation de deux alleles matemels dans une farnille de demi­

freres. 

Alleles 
paternels IL _ _...., 

Photo 2: Segregation de deux alleles matemels dans une population de demi-freres; pour chaque individu par deduction 

de l'allele matemel, ii est possible de trouver l'allele patemel. Les individus qui ne possedent pas un de!l.deux alleles 

matemels (tleches verticales bleues) sont consideres comme illegitimes et elimines de )'analyse. 

2- Variabilite genetique au sein de la population mere 

Le calcul des distances genetiques par la modalite de Sokal et Michener a permis d'etablir 

le dendrograrnrne de la population parentale par la methode des Scores (figure 2). Cinq (5) loci 

microsatellites ont permis de distinguer les individus entre eux exceptes pour 6 paires d'individus 

qui se ressemblent (B37T01,B31T01; B39T03, B30T01; B~6T18, B05Tl~; B06T09, B31T08; 
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B27T14, B35Tl4; B23T3, B36T03). Le niveau de diversite observe est assez eleve et 

de valeur Ho= 0,61. 

19 
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Fig 2 : Dendrogramme etabli par la methode des scores a partir des distances genetiques calculees 

par la modalite de Sokal et Mechner sur la population du verger a graines d'Eucalyptus grandis ; 

les numeros correspondent aux numeros de traitement (tableau 1 ). 
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L'etude de 5 loci microsatellites sur 238 individus a pennis d'identifier en moyenne 13,8 

alleles par locus. Les loci E06, ElO, El 1, El3 et El9 presentent respectivement un nombre 

d' alleles observe Ao de 17, 14, 16, 14 et 8 dont les frequences sont tres differentes. Les alleles 

fortement representes couvrent respectivement pour chaque locus 51,5% pour 2 alleles, 67,6% 

pour 4 alleles, 67,9% pour 2 alleles , 72,8% pour 2 alleles et 86,9% pour 3 alleles. Des alleles sont 

tres faiblement representes et couvrent respectivement 1,3% pour 3 alleles, 2,5% pour 4 alleles, 

2, 1 % pour 5 alleles, 1, 7% pour 4 alleles et 0, 4 % pour 2 alleles (Annexe 8). Ces resultats sont 

confirmes par les nombres d'alleles attendus Ae, suivant l'equihl>re de Hardy-Weinberg, largement 

inferieurs a ceux observes par locus ou meme par provenance. 

L ' ensemble de la population presente un deficit en heterozygotie de 14% par rapport aux 

proportions attendues sous l'equilibre de Hardy-Weinberg, mais notamment au niveau des locus 

El9, El3 et Ell qui sont respectivement de 36,6%, 17% et 13,4%. 

3- Etude de paternite 

Sur 245 individus, candidats parents du verger de descendances d'Eucalyptus grandis 

n°70, 234 ont pu etre types. Les 5 familles de descendances pour l'etude de paternite sont issues 

des provenances d 'Andranokobaka et Ravenshoe. A l'origine, 6 familles ont fait l' objet de cette 

etude. Seuls les descendants types des families F et L representent a 100% les alleles de leurs 

meres sur les 5 loci Les resultats de typage des families E, D, C et A ont montre des melanges 

entre families notamment ceux de la famille A et C que nous avons elimine pour la suite. Ce qui 

prouve que malgre les precautions prises lors de la recolte de graines, du semis en pepiniere, du 

repiquage, de la recolte des feuilles de leur transport, de l' extraction de l' AON, des amplifications 
,< 

et de la revelation du polymorphisme, des melanges se sont prbduits (tableau 5). Les valeur.s des 

alleles sur les 5 loci par individu sont presentees en Annexe?. 

Tableau 5 : Caracteristiques des families 

Famille Blocs Traitements Provenances descendants types descendants issus de la mere 

F 24 13 Tinaroo 60 60 

E 20 2 Andranokobaka 54 41 

L 34 1 Andranokobaka 60 60 

D 14 14 Tinaroo 57 40 

C 10 16 Ravenshoe 55 12 

A 1 18 Ravenshoe 50 9 

J 24 14 Tinaroo 37 37 
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La presence d'un allele nul a etc detectee au locus El I dans la famille D. En effet, 17,5% de ses 

descendants sont homozygotes et ne partagent pas son allele. Une mutation survenue sur les 

sequences flanquant les motifs microsatellites en est certainement a I' origine. Elle entraine une 

instabilite de l'hybridation des amorces a ce niveau et par consequent, empeche l' amplification des 

loci microsatelites presents. L 'allele est done present dans le locus, mais il n' est pas amplifie. Dans 

la genetique des populations, la presence d'un allele nul entraine une surestimation du taux 

d'homozygotie, ce qui ne correspond pas a la realite (StreiffR, 1998). 

La forte probabilite d' exclusion (0,98) montre l'efficacite de cette methode de recherche 

de paternite (tableau 6). 

T bl a eau 6 Pr b bili ' d' 1 . 1 o a te exc us1on connaISsant e genotype d 'un des deux parents (mere) 
Probabilite d'exclusion 

LocusE06 0,684 
LocusElO 0,705 
Locus Ell 0,468 
LocusE13 0,448 
LocusE19 0,386 
Touslocus 0,9832 

Les resultats de la recherche de patemite sur les 5 families etudiees sont presentes dans 

le tableau 7. 

Tableau 7 : classification des peres ayant pollinise les 5 families etudiees : 

Mere Nb INTRA EXTRA 

Indef D>D95% 80<0 <95% D<D80% Auto Auto 
D=O D>D80%, D<D80% 

E 41 4 5 9 6 1 0 16 
9,8% 12,2% 21,9% 14,7% 2,4% 0% 39% 

L 60 2 13 15 9 2 3 16 
3,3% 21,7% 25% 15% 3,3% 5% 26,7% 

,< 

F 60 1 14 9 14 0 I 21 
1,7% 23, 3% 15% 23,3% 0% 1,7% - 35% 

D 40 0 5 11 12 0 0 12 
0% 12, 5% 27,5% 30% 0% 0% 30% 

J 37 2 2 4 4 0 0 25 
5,4% 5,4% 10,8% 10,8% 0% 0% 67, 6% 

Tot 238 9 39 48 45 3 4 90 
% 3,8% 16, 4% 20,2% 18,9% 1,2% 1,7% 37,8% 

238 9 132 7 90 
3,8% 55,5% 2.9% 37,8% 

Gen 238 148 90 
62,2% 37,8% 

D : delta obseive 

D95% : delta critere au seuil strict 
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D80%, : delta critere au seuil relache 

Intra : nombre de descendants issus..de la pollinisation par un pere et un seul venant de l' interieur de la parcelle 

extra : nombre de descendants issus de la pollinisation par un pere exterieur a la parcelle 

IndefD=O : nombre de descendants avec plus d'un pere possibles dans la parcelle 

Auto D>D800/o: nombre de descendants issus d' autofecondation au dessus du seuil 80% 

Auto D<D800/o : nombre de decendants issus d' autofecondation au dessous du seuil 80% 

Sur 238 descendants, 62,2% sont reconnus provenant des parents types c' est a dire des 

peres intra-parcelle et 37 ,8% proviennent de l' ex:terieur (Tableau 7). Parmi les peres intra-parcelle, 

39 seulement sont reconnus au seuil strict {95%), 48 au seuilrelache {80%), 45 sont choisis pour 

une valeur de LOD score legerement superieure au second pere p0SS1ble, les 9 peres in.determines 

font partie des 12 individus non differencies et 7 sont issus de l' autofecondation. Seuls les trois 

premiers types de peres seront utilises pour la suite de l' etude SUI le flux de genes. 

Ces resultats montrent que cinq locus microsatellites etaient suffisants pour les recherches de 

paternite pour la grosse majorite des descendants etudies. Les donnees d'un locus supplementaire 

auraient probablement permis de lever certaines ambiguftes et permis de detecter les peres avec 

des seuils de confiance plus eleves. 

4- Le taux d'autofecondation 

Le faible taux d'autofecondation (2,9%) montre la forte allogamie de cette espece. Seule 

la famille L presente le taux le plus eleve de 8,3%. Ce faible taux d'autogamie obseive dans ce 

verger est tres different des resultats notes par Eldridge en 1976, 25% chez les Eucalyptus, et 

surtout celui obseive SUI les vergers a graines d'Eucalyptus grand.is par fecondation libre en .. 
Afrique du sud (Van Wyk, 1980). Il est probable que ce tatlx serait modifie SUI un ech~tillon 

beaucoup plus important, certains arbres meres pouvant montrer des taux d'autof6condation 

eleves (StreiffR obseive ces variations SUI 13 descendances). De plus, il existe probablement un 

facteur environnemental qui peut faire varier de maniere importante ces taux d'autofecondation. 

5- Les peres extra-parcelle 

La comparaison des frequences alleliques SUI les arbres meres et les descendants montre 

la disparition de quelques alleles et l' apparition de quelques nouveaux alleles de tres faible 

frequence chez les descendants (Annexe 8). Plusieurs sources de pollens ex:terieurs a la parcelle 
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peuvent etre citees dont les plus probables sont les arbres de bordure, ensuite le deuxieme verger 

d'Eucalyptus grand.is situe a 380 m, la parcelle de comportement d'hybrides interspecifiques E. 

urophylla x E. grandis a 200 m et les autres vergers E. robusta, E. cloeziana et E. grandis situes 

a environ 1 km du verger. Les bordures ont ete plantees avec les memes provenances que celles 

contenues dans le verger a graines. La probabilite que les arbres pollinisateurs qui proviendraient 

de ces bordures aient des alleles tres differents peut etre supposee faible. L'accumulation d'alleles 

rares chez un descendant permet de supposer que ces alleles proviennent bien d'une origine 

exterieure au verger. 

6- Les peres intra-parcelle 

Sur les 138 descendants, 42,8% sont issus de la fecondation par des peres de la 

provenance Andranokobaka, 21,7% issus de Atherton, 27,5% issus de Tinaroo, 6,5% issus de 

Ravenshoe et 1,4% issus de Paluma (tableau 8). Un desequilibre est done observe a la 

participation de chaque provenance a la pollinisation. Par rapport a la pr6portion observee des 

individus par provenance du verger, les taux de participation des deux provenances 

Andranokobaka et Tinaroo presentent une hausse d'environ 7%. Par contre, la provenance 

Ravenshoe est tres faiblement representee dans les descendances par rapport au nombre 

d'individus qui la representent dans le verger (moins de 17%). 

Les resultats du suivi phenologique sur trois annees successives (1998, 1999, 2000) du 

verger (tableau 9) montrent que la majorite des individus des provenances Andranokobaka, 

Atherton et Tinaroo sont precoces et ceux des Ravenshoe et Paluma sont assez tardifs. Environ ., 

6 % des arbres du verger n' ont pas encore fleuris. Comme le~ 5 arbres meres, faisant l' objet de 

cette etude, proviennent des provenances Andranokobaka (2) et Tinaroo (3), egalement preeoces, 

ils se pollinisent preferentiellement entre eux. Ce fait explique la hausse de participation chez les 

precoces. La plupart des arbres des provenances Ravenshoe et Paluma participent tardivement 

a la pollinisation et sont done moins representees dans les descendants. De plus, en 1998, 61 % 

des arbres de la provenance Ravenshoe n'ont pas fleuri confumant sa faible participation. Parmi 

les peres ayant participe a la pollinisation des 4 arbres meres, 75,6% sont precoces et seulement 

24,4% sont tardifs (tableau 10). 
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Tabl 8: R' tition d . t II t td d . . 
Provenances Andranokobaka Atherton Tinaroo Ravenshoe Paluma Total 

Parents descendance 1 2 3 8 9 12 13 14 16 18 19 
du nombre 31 31 21 34 9 16 12 17 21 33 9 234 

verger % descendances 13.2 13.2 9.1 14.5 3.8 6.8 5.1 7.3 9.1 14.1 3.8 100 
% provenances 35.5 18.4 19.2 23.1 3.8 JOO 

FamilleL peres identifies 6 3 3 1 0 6 1 2 2 3 1 28 
nombre desc 13 3 5 2 0 11 1 2 2 3 1 43 
% descendances 30.2 7.0 11.6 4.7 0.0 25.6 2.3 4.7 4.7 7.0 2.3 JOO 
% provenances 48.8 4.7 32.6 11.6 2.3 JOO 

FamilleF peres identifies 10 4 2 6 1 1 4 1 0 0 0 29 
nombre desc 11 4 2 10 1 3 6 1 0 0 0 38 
% descendances 28.9 10.5 5.3 26.3 2.6 7.9 15.8 2.6 0.0 0.0 0.0 100 
% provenances 44.7 28.9 26.3 0.0 0.0 JOO 

FamilleE !Peres identifies 4 5 0 5 1 1 0 0 2 1 0 ' 19 
nombre desc 4 5 0 7 1 1 0 0 2 1 0 '21 
% descendances 19.0 23.8 0.0 33.3 4.8 4.8 0.0 0.0 9.5 4.8 0.0 JOO 
% provenances 42.9 38.J 4.8 14.3 0.0 JOO 

FamilleD 1peres identifies 2 4 3 3 0 2 2 2 0 1 1 20 
nombre desc 3 4 4 3 0 2 5 3 0 1 1 26 
% descendances 11.5 15.4 15.4 11.5 0.0 7.7 19.2 11.5 0.0 3.8 3.8 100 
% provenances 42.3 11 .5 38.5 3.8 3.8 JOO 

FamilleJ !Peres identifies 1 0 1 3 1 1 2 0 0 0 0 9 
nombre desc 1 .... ~ 0 1 4 1 1 2 0 0 0 0 10 
% descendances 10.0 0.0 10.0 40.0 10.0 10.0 20.0 0.0 0.0 0.0 0.0 JOO 
% provenances 20.0 50.0 30.0 0.0 0.0 100 

Peres tot peres identifies 17 13 8 13 3 8 5 5 4 4 2 82 
nombre desc 32 15 12 27 3 20 12 6 4 5 2 138 
%descendances 23.2 10.9 8.7 19.6 2.2 . 14.5 8.7 4.3 2.9 3.6 1.4 JOO 
%provenances 42.8 21.7 27.5 6.5 1.4 100 
% peres identifies 20.7 15.9 9.8 15.9 3.7 9.8 6.1 6.1 4.9 4.9 2.4 100 
% provenance 46.3 19.5 22.0 9.8 2.4 100 

% pop totale 7.3 5.6 3.4 5.6 1.3 3.4 2.1 2.1 1. 7 1. 7 0.9 35.0 
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Tableau 9: Resultats sur 3 annees de suivi phenologique sur le verger a graines d'Antsirinala 

descendances- precoce tardive Sans floraison Total 
Andranokobaka 1 28 2 1 

2 26 2 2 
3 21 0 0 

75 91.5% 4 4.9% 3 3.7% 82 
Atherton 8 21 10 5 

9 9 0 0 

30 66.7% 10 22.2% 5 11.1% 45 
Tinaroo 12 11 4 1 

13 6 7 0 
14 15 2 0 

32 69.6% 13 28.3% 1 2.2% 46 
Ravenshoe 16 10 12 3 

18 15 16 3 
25 42.4% 28 47.5% 6 10.2% 59 

Paluma 19 3 37.5% 5 62.5% 0 0% 8 

Tableau 10 : Classification de la phenologie des peres participant a la pollinisation des 5 arbres 
meres par provenance 

descendances precoce tardive 
Andranokobaka 1 16 0 

2 11 2 
3 7 0 

34 2 
Atherton 8 9 3 

9 3 0 
12 3 

Tinaroo 12 5 3 
13 1 4 

14 3 2 
9 9 

Ravenshoe 16 1 3 

18 2 2 
3 5 

Paluma 19 1 1 

7- Succes reproducteur male : 

Les 138 descendants issus de 5 familles sont pollinises par 82 peres intra-parcelle (35% 

de la population totale). Le nombre de peres attendus Ne= 85 est tres proche de celui observe 

No= 82 (tableau 11), ainsi que la distribution individuelle variant de 4,3% et 0,7% montrent que 

la distribution des succes reproducteurs individuels est assez equilibree et cela est valable pour 

chaque famille (figures 3 et figures 4). 
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T bl a eau 11 N b d om re e oeres e ffi 1caces et d e peres o b serves. 
Nombre de repetition 
6 - 5 4 3 2 1 Total Ne No 

descendants 
Famille L 1 1 3 2 20 42 18,4 28 

Nombre de Famille F 1 1 4 22 37 21,7 29 
peres Famille E 2 16 20 16,6 19 
differents Famille D 1 5 14 27 16,9 20 

Total desc 4 1 2 7 12 56 138 85,0 82 

Fig 3 : Frequences des peres intra-parcelles 
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Figure 3 (suite) 
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Figures 4: Cartes de dispersion efficace de pollen issues de l'analyse de paternite du verger a 
grain es d 'Eucalyptus grand is. 
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8- Effet de la distance sur le nombre de descendances : 

L'etude de patemite effectuee sur chaque famille a pennis d'identifier les males intra­

parcelle impliques dans la pollinisation (Annexe 9). L'effet de la distance est etudie en tra9ant 

des cercles, equidistant de 18m entre eux a partir de chaque pied mere, et de compter le nombre 

de descendances et le nombre de peres potentiels correspondant a chaque intervalle. Les resultats 

sont presentes par les histograrnmes (figure 5). Les individus dans l'intervalle ]54, 72] et >72 m 

sont mal representes a cause de la surface lirnitee de la parcelle, et ils ne sont pas pris en compte 

lors de !'interpretation surtout le nombre de peres potentiels correspondants. En general, le 

nombre de descendants presente un pie dans l'intervalle ]18, 36] et diminue au fur et mesure 

qu'on s'eloigne de l'arbre mere. En ponderant le nombre de descendants au nombre de peres 

potentiels, ce demier attenue l'effet de la distance. Cela veut dire que le nombre de descendants 

est fonction a la fois de la distance et du nombre de peres potentiels. 

Fig 5 : Histogramme de nombre de descendants en fonction de distance 

Repartition du nombre de descendants 
obtenus en fonction de la distance de 

pollinisation (Famillel) 

14 ..---------------, 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

0 +-' ....... _ ....... _._........., ......... L...,.._.__._~---1 

18d 36d 54d 

distance 

72d >72 

Repartition du nombre de descendants 
obtenus en fonction de la distance de 

pollinisation (FamilleF) 

16-,----------------, 
14 

12 

10 

8 

6 

18d 36d 54d 

distance 

72d >72 

nombre descendants obtenus en 
fonction des peres potentiels (Famillel) 

0.200 

0.180 

0.160 

0.140 

0.120 

0.100 

0.060 

0.060 

0 .040 

0.020 

0.000 

16d 36d 54d 72d >72 

distance 

nombre desC¥1dants obtenus en 
fonction des peres potentiels (FamilleF) 

18d 36d 54d 

distance 

72d >72 

33 



, , 

Figure 5 (suite) 
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Discussions et Perspectives 

Le retypage des parents du verger a grames detecte envrron 20% d'erreurs 

principalement liee a une m~uvaise estimation de la longueur des fragments d' ADN. Ce 

resultat montre la necessite de repeter les amplifications ainsi que de realiser une double 

lecture des gels. Le polymorphisme eleve des microsatellites, avec 13,8 alleles par locus, 

permet de differencier 222 individus avec seulement 5 locus marqueurs ; seulement 6 paires 

d'individus ne peuvent pas etre distingues. L'efficacite de ce type de marqueurs est ainsi 

demontree pour ce type d'etude. Ce resultat n'aurait pas pu etre obtenu avec les isozymes 

dont le polymorpbisme est generalement beaucoup plus faible. 

Les marqueurs utilises ont egalement perrnis de detecter des descendants illegitimes sur les 

quatre farnilles etudiees. Les melanges ont pu se produire !ors des differentes etapes de recolte 

des graines, de semis, de repiquage des plants, mais aussi !ors de la recolte des feuilles, de 

!'extraction de I' ADN, de l' amplification, du depot sur les gels et de la saisie des donnees. 

Avec 5 locus marqueurs, les probabilites d'exclusion permettent une recherche de 

patemite efficace chez !'Eucalyptus grandis. Cependant le logiciel utilise definit les seuils 

d'exclusion par une simulation dont le parametrage ne permet pas ' d'introduire un taux 

d'erreur de genotypage. II serait interessant de comparer differents logiciels de recherche de 

patemite ou de developper une application particuliere permettant d'introduire cette donnee. 

A vec le logiciel utilise environ 1/3 des peres est identifie avec un seuil non satisfaisant. Ce 

resultat peut etre relie au deficit d'heterozygotie observe dans le verger a graines. L'apport 

d'un ou deux locus microsatellites supplementaires aurait probablement permis de lever ces 

ambigunes. 

Les differents resultats obtenus montrent !'importance de la composition initiale des vergers a 
" graines. La randomisation des differentes provenances semble un facteur important pour 

optimiser le brassage genetique. 

Cependant un desequilibre du nombre de representants d'une provenance ou d'une 

descendance se traduit par une participation plus importante a la pollinisation. Ce resultat peut 

entrainer une augmentation de la consanguinite et done une perte de vigueur des varietes 

produites, notarnment si les arbres du verger sont apparentes. 

Un decalage de floraison d'une provenance ou d'une descendance se traduit par une 

diminution ou une absence de participation a la fecondation de ces individus. Meme bien 

representes, les individus tres precoces ou tardifs ont moins de chance de participer a la 

pollinisation totale. De ce fait, il existe egalement une augmentation de croisements 
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preferentiels entre individus ·avec la meme phenologie. Malheureusement ce caractere n'est 

souvent connu qu'apres la plct?tation du verger. 

Les plus proches voisins de l'arbre mere ont la meme . probabilite de participer a la 

pollinisation que les arbres eloignes. Les peres identifies se repartissent regulierement sur 

!'ensemble de la parcelle experirnentale. Cependant lorsqu'un voisin participe a la 

pollinisation, il semble produire un nombre plus important de descendants. Ce resultat est peut 

etre a mettre en relation avec le deplacement des insectes pollinisateurs, mais reste a verifier. 

L'analyse de la direction de pollinisation sur les arbres meres etudies ne met pas en evidence 

un sens de pollinisation preferentiel. On trouve sensiblement le meme nombre de descendants 

dans les quatre secteurs de l'arbre mere« moyen ». 

La determination exacte de la provenance du pollen exterieur au verger reste un 

probleme a resoudre. Du fait de !'absence des donnees de marquage sur les arbres de bordure 

ainsi que sur les arbres a proximite du verger deux types d'analyses ont ete initiees et doivent 

etre approfondies. 

Une analyse sur la frequence allelique du pollen exterieur au ver-ger et en particulier 

!'analyse des frequences des alleles rares laisse supposer qu'une hybridation 

interspecifique est probable. En effet certains descendants cumulent des alleles rares tres 

differents de la plage de variation observee sur le verger. 11 est peu probable que ces 

alleles proviennent de la bordure dont 1 'origine est commune aux differentes provenances 

presentes dans le verger. Une methode d'analyse de distribution et cumul d'alleles rares 

par rapport a la distribution des alleles du verger devrait etre approfondie pour valider 

cette hypothese. Une methode d'echantillonnage hors de la parcelle perrnettrait egalement 

de verifier si le pollen vient de l'exterieur ou de la bordure. Une methode de simulation 

peut egalement etre envisagee pour estimer le succts reproducteur des peres extra­

parcelle. 

Par opposition a cette premiere hypothese, une analyse en donnees haploYdes ( donnees 

non presentees), montre que le nuage pollinique patemel efficace semble tres peu different 

du nuage pollinique total produit par le verger. En effet le calcul du Gst ( equivalent au Fst 

en donnees diploYdes) est proche de 1 % (Gst = 0,0098 donnees haploYdes non presentees). 

I1 n' apparait done pas de structuration entre les deux types de nuage pollinique. Les alleles 

rares peuvent done etre presents dans le verger et notamment dans les arbres de bordure. 

36 



. I 
Discussions et Perspectives 

Les distances moyenries de pollinisation trouvees lors de cette etude sont environ de 

30 a 40 m. Ce resultat conflm!e celui trouve par isozymes avec E regnans. Par contre les taux 

d'autogamie trouves a Andranokobaka sur cinq arbres meres sont tres faibles et differents des 

resultats trouves dans la litterature. Un echantillonnage plus important doit etre realise pour 

ameliorer l' estimation de ce taux car ii existe souvent pour ce caractere un effet matemel tres 

fort. 

L'ensemble de ces resultats reste cependant a confirmer sur un plus grand nombre 

d'arbres meres, notamment pour les parametres de genetique des populations des descendants. 

L'etude d'une autre annee de pollinisation permettrait egalement de completer les 

informations et de determiner plus precisement les flux de pollen exterieur, la bordure ayant 

ete eliminee en 1998. Ces resultats obtenus sont peut etre a mettre en relation avec la faible 

taille du verger a graines etudie et !'isolation plus ou moins bonne de cette parcelle. Ces 

resultats seraient ils identiques en etudiant un verger plus etendu ? 

,c 

' 
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Annexe 1 : Protocole d'extraction d'ADN par la methode Kit Quiagen 

1- Les feuilles sont congelees dans un tube de 1,5 ml, a l,aide d'azote liquide (-°C) et 

broyees avec un petit pilonjusqu,a ce qu,elles soient reduites en tres fine poudre. Pour eviter la 

degradation de l'ADN, les tubes sont maintenus congeles dans rattente de la prochaine etape. 

2- Lyse des cellules : elle consiste a liberer r ADN du noyau et a denaturer les acides 

ribonucleiques. On rajoute et on melange respectivement 400µ1 de tampon AP 1, prechauffe a 

65°C et 4µ1 d, ARNase pour. La rupture des membranes cellulaires et nucleaires des cellules est 

effectuee par choc thermique par incubation en bain marie a 65°C pendant 10 minutes. Les 

echantillons sont homogeneises 2 a 3 fois par inversion. 

3- Precipitation: la precipitation des autres constituants du noyau (detergents, proteines 

et polysaccharides) se fera par rajout de 130µ1 de tampon AP2, incubation pendant mn dans la 

glace suivi d'une centrifugation (?mn) permettant de deposer au fond les phases organiques et les 

precipites. Les surnageants, recuperes dans un autre tube a colonne (a filtre), contiennent r ADN. 

4- Purification : elle consiste a separer definitivement r ADN des autres constituants non 

elimines par retape precedante et des reactifs utilises dans le protocole d~extraction (phenol, 

ethano~ Nacl, Isopropano~ uree, ... ). En fonction du volume de surnageant recueilli, la premiere 

etape consiste a rajouter dans le tube le meme volume d'ethanol (100%) et la moitie de ce 

volume de tampon AP3 . Le tout est verse dans un colonne DNA (pas plus de 650µ1 par 

centrifugation) our ADN est fixe sur le resine et le reste ( phenol, proteines) passe a travers du 

resine pour rester au fond du tube apres centrifugation. 

5- Lavage: le lavage au tampon AW (500µ1) est a base d,ethanol. La colonne DNA est 

rincee deux fois par ce tampon par centrifugation (1 mn a 6000 xg). Avant d'entamer la phase 

d'elution, la clonne doit etre bien seche (sans ethanol). 
., 

6- Elution : Cette etape consiste a entrainer r ADN au fdnd de la colonne par le tamp,on 

AE (I 00 µI) prealablement chauffe a 65°C. On laisse incuber le tampon AE dans la colonne DNA 

pendant 5 minutes a temperature ambiante puis on centrifuge centrifugation (I mn a 6000 xg). On 

recupere l'eluat contenant l' ADN. Ce tampon AE permet a la fois de recuperer l' ADN et de le 

stocker. La solution est conservee a -20°C avant le dosage. 



Annexe 2 : Techniques et Solutions utilisees pour l'electrophorere sur gel d'agarose et 

g~I d'acrylamide 

1- Gel d'agarose : 

Le gel d ' agarose est obtenu par refroidissement d'une solution d'agarose prealablement 

chauffee (Agarose +TBE). Sa porosite est fonction de la quantite d'agarose, plus ii ya agarose 

moindre est la porosite. Le gel d' agarose ( a 1 % ) place dans un bain de tampon TBE, par ses 

proprietes remarquables de macroporosite et translucidite, laisse migrer I' ADN ( charge 

negativement) a partir des puits par action d'un champ electrique de la cathode vers l'anode. La 

solution d' ADN est melangee a une solution de bleu de bromophenol qui permet de suivre le front 

de migration, de plomber I' ADN au fond du puit et arrete les digestions enzymatiques. Ensuite, 

- I' ADN est visualise sous rayon Ultra-violet apres un bain de coloration ( coloration en rose de 

l'ADN) par le BET (Bromure d'ethidium). Le BET est produit mutagene et se degrade en 

presence de la lumiere. Pour eliminer le fond rose du gel, il doit etre place dans un bain d 'eau 

demineralisee (sans chlore) car la presence du chlore degrade I' ADN. 

L' ADN total est represente par une bande entiere. La presence de· trainee de bande 

indique une qualite d'ADN en partie degradee coupe en plusieurs morceaux, et !'absence de bande 

correspond a I'absence d' ADN. Par rapport a des temoins de concentrations connues (ng/µl), la 

quantite d' ADN est determinee par l'intensite de la bande et de son epaisseur. 

2- Gel acrylamide 

Traitement des plaques : 

La premiere plaque sur laquelle le gel d' Acrylarnide reste colle apres la migration, est 

traitee par la solution de Bind silane. Par contre, la plaque opposee est traitee avec le Repel silane 

qui empeche son adhesion. Les plaques sont separees par deux espaceurs d'epaisseur 0,4 mm qui 

correspondra a celui du gel. 

Preparation du gel d' Acrylamide : 

L' acrylamide est un produit neurotoxique. La preparation d'une plaque de gel 

d'acrylamide a 6% de 40 cm de long et de 0,4 mm d'epaisseur necessite : 

- 70 ml de solution d'acrylamide prealablement ramenee a temperature ambiante 

- 240 µI de persulfate d'ammonium (APS 10%) qui est initiateur de la polymerisation par 

creation de mailles entre acrylamide et son copolymere bisacrylamide, 

- 100 µI de Tetramethylethylenediamine (TEMED), produit sans lequel la polymerisation 



n'a pas lieu, ii est rajoute en demier. 

Apres le coulage, la polymerisation de l'acrylamide est activee en presence de lumiere et 

le gel est disponible 30 mn a 45 mn apres le coulage. 

Pre-migration : 

Le nettoyage des plaques est indispensable pour le bon deroulement de la migration en 

eliminant les debris d'acrylamide polymerise restant dans le puits. La plaque est ensuite disposee 

verticalement sur le support de migration. Sa base est immergee dans le bain de 400 ml de TBE 

IX a I' anode ( cuve du bas) et les puits dans le bain de 600 ml de TBE IX relies a la cathode ( cuve 

du haut). La pre-migration dure environ une heure a 57 Watts, le temps de prechauffer et 

d 'eliminer I' exces de persulfate d 'ammonium contenu entre les mailles du gel. 

Migration: 

Vers la fin de pre-migration, 5µ1 d'amplifiat issu du PCR de chaque echantillon rajoute 5µ1 

de bleu denaturant sont deposes dans les puits d'une plaque, prevue pour la denaturation. Le bleu 

denaturant sert a suivre le front de migration et aussi a renforcer l'effet de la denaturation obtenu 

avec le thermocycleur a 96°C pendant 3 minutes avant le depot. La plaque est immediatement 

recuperee Sur glace pour empecher la renaturation des brins jusqu' a la fin du depot. Les depots 

se font dans les puits formes entre les dents des peignes et le gel (a la cathode). 4 µl du produit 

denature sont deposes dans chaque puit. L'echelle de 10 paires de bases est deposee aux deux 

cotes du gel et au milieu. Les simples brins d' ADN charges negativement par les groupes 

phosphores (P04-) vont migrer vers !'anode sous l'action d'un flux electrique et leur vitesse de 

migration est fonction de leur poids moleculaire (nombre de paire de base). Les grosses molecules 
,c 

sont retardees. La duree de migration est fonction de nombt'e de paires de bases attendµes 

determine par l'amorce (voir tableau). Siles alleles ciblees sont de faible poids, la duree est courte . 

(2 heures a 57 Watts) car elles migrent vite et vice versa. 
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3- Solution de bleu de bromophenol : 

Cette solution est utilisee !ors des depots des echantillons sur gels d'agarose et se 

conserve a +4°C. 

Produits constituant Solutions stocks Solution finale Quantite pour 50 ml 

Bleu de bromophenol poudre 2,5 mg/ml 125 mg 

EDTA Na2, 2H20 0,5MdepH8 50mM 5ml 

Tampon TBE IOX 1MdepH8,3 0,5X 2,5 ml 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 10% 0,2% 1 ml 

Eau distillee 1,5 ml 

Glycerol 100% 70% 35 ml 

TBE 1 OX : Tris Borate Ethylene diamine tetraacetique acide de pH = 8,3 

Produits pM Concetration finale Quantite pour 11 Quantite pour 41 

Tris 121,l 0,89M 108 g 432g 

Acide borique 61 ,83 0,89M 55 g 220 g 

EDTAdepH8 372,2 0,02M 40ml 160ml 

H20 qsp 11 qsp 41 

Solution de bleu denaturant (microsatellites) 

Produits Quantite 

Formamide (95%) 95 ml 

Glycerol (12,5% p/v) 12,5 ml 

Xylene cyanol (0,05%) 50 ng 

Bromophenol (0,05%) 50ng 

NaOH IOmM 40 ng 



Annexe 3: Princip~ technique et solutions utilisees pour le dosage d'ADN par fluorimetre 

C' est une methode de calibrage par fluorescence permettant de lire directement la 

concentration reelle des echantillons inconnus a partir d'une courbe d'etalonnage. Cette courbe 

est etablie a partir des garnmes d'etalons standard de concentrations connues et aux mesures des 

intensites de fluorescences correspondantes. La concentration de chaque echantillon est calculee 

par I'appareil a partir de I'intensite de fluorescence lue par ce dernier. 

Chaque gamme d 'etalon et chaque echantillon doivent etre traites de la meme maniere 

c'est a dire sous Ia meme temperature, le meme volume de solution d'ADN (3µ1) et de meme 

volume de solution HOESCHT (3ml). 

L'etalonnage s'effectue a partir de thymus de veau de concentration connue (solution 

stock de concentration lmg/rnl). Plusieurs garnmes de concentrations avec un blanc sont 

etalonnees en fonctions des concentrations attendues selon le type d'extraction utilise. 

La solution d' ADN est versee dans Ia solution HOESCHT a l'interieur du filtre optique. 

Le colorant HOESCHT qui s'intercale entre Ies bases d' ADN rend ce dernier visible aux rayons 

ultra violet emis par la source. Chaque deviation des rayons reflechis cor,respond done a une 

concentration d' ADN bien deterrninee. 

- TNE: Tris Sodium Ethylene diamine tetraacetique acide de pH= 7,3 

( Tris base+ NaCl + EDTA Na2, 2H20) 

Produits Poids moleculaires 
Trisbase 121,14 
NaCl 58,44 

EDTA Na2, 2H20 372,2 

H20pure 

- Solution HOECHST 200 ng/rnl 

Concentration finale 
IOmM 
IM 
lmM 

,< . 

Quantite pour I I 
1,211 g 
58,44 g 

0,372 g 

qsp I litre 

Cette solution doit etre fraichement preparee a partir de la solution HOCHST I mg/ml. 

Prevoir la quantite necessaire et suffisante pour l'etalonnage et le dosage (3rnl/echantillon). La · 

solution HOECHST est toxique. Elle se conserve a 4°C et a l'abri de la lumiere. 

Solution Pour 120 ml Pour240 ml 

TNE filtre de pH 7 ,3 100 ml 200ml 

HOECHST 1 mg/ml 20 µI 40 µI 

- Solution de CALF THYMUS ou Thymus de veau (lmg/ml) 
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Annexe 4 : Les tampons de reactions PCR 

Pour la PCR le volume feactionnel par echantillon est de 12,5 µI dont la constitution est: 

- Echantillon d' ADN 3 µI 

-LeMIX 9,50 µI 

-Tampon 2X 6,25 µI 

- Amerce U (3 µM) 1,30 µI 

- Amerce L (3 µM) 1,30 µI 

- Tag polymerase 0, 10 µI 

- Eau sterile 0,55 µI 

Le volume du MIX est calcule selon le nombre d'echantillons a passer au PCR(Annexe). 

Le choix de la microplaque est fonction de la machine (Stratagene ROBOCYCLEUR microplaque 

M) et le remplissage des puits se fait sur un support de glace pour eviter toutes reactions 

preliminaires (favorisant la formation des produits aspecifiques) pendant la preparation de la 

plaque. Un depot d'une goutte d'huile dans chaque puits empeche )'evaporation des echantillons 

durant les reactions thermiques. 

Tableau : Les differentes etapes de la reaction PCR sur le thermocycleur 

Phases Temperatures Duree Nombre de cycles 

Denaturation 95°c 5mn 1 cycle 

Denaturation 95°c lmn 

Embra06 60°C 

Embra 10 60°C 

Hybridation 
Embra 11 56°C 1 mn 29 cycles 

Embra 13 54°c 

Embra 19 58°C ,< 

' 
Elongation n°c 1 mn 

-
Elongation n°c 7mn 1 Cycle 

- Tampon 1 OX pour PCR 

Produits Solution stock Solution finale Q pour 10 ml Qpour 30 ml 

(HI-Lh S04 (pM 132) lM 166mM 1,66 ml 4,98 ml 

Tris HCl (pM 121 ,1) 1MdepH8 670mM 6,7 ml 20,1 ml 

Mg Ch (pM 95,21) IM 20mM 200 ml 600 µl 

Mercapto ethanol 0,7% 70 µI 210 µI 

H20 1,37 ml 4,11 ml 
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NB : 

- Preparer la solution de tampon dans une eprouvette de 20 ml puis aliquoter 1 ml dans des 

tubes Eppendorf et autoclaver. 

- Le mercapto ethanol est un produit toxique 

-TamponPCR 

Le tampon est un melange prepare en avance et conserve a -20°C. Il est constitue de : 

Produits Solution initiale 

Dinucleotides triphosphates ( dNTP) 5mMchaque 

Bovine Serum Albumin (BSA) 20mg/ml 

Detergent WI 

Tampon IOX IOX 

Eau pure sterile 

volume 

40 µl 

20 µl 

50 µl 

200 µl 

690 µl 

-< . 

Solution finale 

0,2mM 

0,4mg/ml 

0,05% ( 

2X 



! 
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Annexe 5 : Revelation du polymorphisme par la methode photochimie de coloration en 

n~trate d'argent sur gel d'arylamide denaturant. 

1- Preparation de gel d'acrylamide (le port de gant est obligatoire pour eviter tout contact) 

Pour preparer 1 litre de solution 

* 420 g d 'uree a diluer dans 360 ml d'eau distillee sur feux doux 

* 100 ml de TBE IOX 

* 150 ml de Acrylamide bisacrylamide a 40% de proportion respectivement 19: 1 

Le melange issu, complete par de l'eau a 11, constitue la solution d'acrylamide stock apres 

avoir eliminer les impuretes par filtrage a 4µ et ensuite conserver a temperature de 4°C. 

2- Revelation 

Pour la revelation, les deux plaques doivent etre separees et que le gel soit colle sur la 

grande plaque. 

Apres la migration, la fixation du gel est effectuee par un bain d'acide acetique a 10% 

pendant 30 minutes suivi de quatre rinc;ages dans de l'eau demineralisee durant deux minutes 

chacun. Ensuite, le gel fixe est depose dans une solution de nitrate d'argent et de formaldehyde 

pendant 30 minutes. Cette etape consiste, avant la reaction de reduction, a laisser lesions Ag+ 

s'impregner a l'interieur du gel et se fixer au niveau des bases des simples brins d 'ADN. L'exces 

d'argent a la surface du gel est elimine par rinc;age a l'eau dernineralisee. 

La reduction des ions Ag+ se fait dans une solution de formaldehyde en milieu alcalin 

( carbonate de sodium) et en presence de thiosulfate de sodium. Ce dernier, agent complexant, a 

pour role d 'attirer lesions Ag+ vers la surface du gel ( pour e!re reduits) tout en diminuant le 
; 

probleme de coloration non specifique. Le formaldehyde ameliore la sensibilite de la coloration 

et le contraste. Sa concentration elevee favorise une coloration active en noir des bandes qui rend . 

difficile son controle. Par contre un faible concentration colore les bandes en jaune fonce qui les 

rend peu visibles. 

La reduction de !' argent par le formaldehyde est activee par une temperature de reaction 

elevee. Une baisse de temperature augmente le temps de revelation. La temperatue de revelation 

est recommandee a 10°C pour ralentir la reaction. 

Lorsque Jes banbes sont bien visibles et avant que le gel vire au noir, le gel doit etre fixer 

dans la solution d'acide acetique pour arreter le virement de la couleur durant 15 minutes. 
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Annexe 6 : variation alleliques observee sur les parents pour 5 loci microsatellites 
Code N°Sylvie E06 E06 E10 E10 E11 E11 E13 E13 E19 E19 
B01T01 1 121 129 *- * 124 124 83 83 161 161 
B02T01 5 121 137 123 141 124 128 83 . 83 169 161 
B03T01 10 133 151 135 149 124 136 83 83 167 159 
B06T01 26 121 133 123 135 124 128 87 83 169 167 
B07T01 32 133 165 125 141 124 156 83 83 167 167 
B08T01 38 133 161 129 135 124 132 83 83 167 167 
B10T01 48 133 133 135 137 124 124 83 83 167 167 
B1 1T01 54 121 129 * * 124 128 83 79 173 161 
812T01 60 133 133 135 141 124 124 83 99 167 167 
B13T01 66 121 143 135 135 124 124 83 83 167 169 
B14T01 72 121 133 135 133 124 124 83 99 167 167 
815T01 78 133 129 123 141 124 148 83 83 167 169 
816T01 85 133 151 135 129 124 138 83 85 161 161 
B17T01 90 121 129 135 139 124 136 83 79 161 161 
B22T01 120 121 121 135 141 124 124 83 83 167 161 
B23T01 125 121 133 141 141 124 124 83 75 167 161 
B24T01 133 121 129 135 137 124 124 83 83 167 167 
B26T01 144 121 151 135 129 124 138 83 85 167 167 
B27T01 152 133 129 123 135 124 124 83 83 167 167 
B28T01 160 133 133 135 135 124 124 83 83 167 167 
B29T01 165 121 123 123 141 124 136 83 83 167 167 
B30T01 173 121 133 135 137 124 124 83 99 167 167 
B31T01 179 133 129 129 141 124 146 83 99 167 · 157 
B32T01 187 121 133 141 141 124 124 83 83 167 167 
B34T01 195 121 129 123 141 124 136 83 83 167 161 
B35T01 201 133 133 141 141 124 152 83 83 169 169 
B36T01 208 133 129 123 135 124 146 83 79 167 167 
B37T01 213 133 129 129 141 124 146 83 99 167 157 
B38T01 223 121 129 135 137 124 124 83 83 169 169 
B39T01 230 121 133 135 141 124 124 83 83 167 167 
B40T01 237 121 133 137 141 124 124 83 83 161 161 
B02T02 6 137 151 123 143 128 128 83 87 169 169 
B03T02 11 137 161 129 123 128 128 83 99 169 161 
B04T02 16 129 133 123 129 124 136 83 99 167 161 
B05T02 21 133 143 123 131 124 128 83 79 167 161 
B08T02 39 133 141 123 143 124 152 83 99 169 179 
B09T02 45 133 137 129 147 128 128 83 99 169 157 
B10T02 49 133 147 129 143 128 128 87 ~ 87 169 169 
B11T02 55 133 137 123 135 124 144 83 83 167 169 
B12T02 61 133 149 129 139 128 136 87 87 167 167 
B13T02 67 121 133 123 143 128 128 87 87 167 167 
814T02 73 133 147 123 143 128 130 83 83 169 169 
816T02 86 133 137 129 129 128 128 87 83 167 167 
B17T02 91 133 129 129 137 124 144 87 75 169 157 
B18T02 98 133 149 129 139 124 124 83 87 167 167 
B20T02 107 133 149 139 129 128 128 87 83 167 169 
821T02 113 129 137 123 123 124 124 83 87 169 169 
B22T02 121 121 133 123 137 124 124 83 83 167 161 
B23T02 126 139 137 129 133 136 136 83 99 167 169 
B25T02 140 133 137 123 141 130 136 83 99 167 167 
B26T02 145 123 133 123 141 124 124 83 85 167 161 
B27T02 153 121 133 139 141 124 124 83 83 161 161 
B28T02 161 137 147 123 143 130 130 99 87 169 .161 
B29T02 166 121 133 139 141 124 124 83 83 167 161 



B31T02 180 133 129 129 141 128 152 83 99 167 169 
B32T02 188 133 133 123 141 124 128 83 99 169 169 
B35T02 202 129 137 - 123 139 146 158 99 79 169 169 
B37T02 214 133 129 123 123 128 138 87 83 167 163 
B38T02 224 133 135 123 139 128 136 83 99 167 157 
B39T02 231 133 129 137 141 124 124 83 83 167 161 
B40T02 238 133 143 129 131 128 130 83 99 169 167 
B03T03 12 121 129 131 137 124 146 83 99 161 157 
B05T03 22 137 147 131 139 130 130 83 79 161 167 
B07T03 33 121 133 137 135 124 124 83 83 161 161 
B12T03 62 129 133 123 137 124 124 83 99 167 167 
B14T03 74 133 121 131 137 124 128 83 83 167 167 
B16T03 87 121 133 137 141 124 124 83 99 161 167 
B18T03 99 133 137 123 137 124 124 83 99 161 167 
B20T03 108 129 137 123 131 128 128 83 101 161 161 
821T03 114 121 137 131 137 124 128 83 99 161 167 
B23T03 127 121 133 137 147 124 124 85 99 161 169 

· B24T03 134 133 133 137 141 124 124 83 99 167 167 
B27T03 154 121 129 123 137 124 146 83 99 167 167 
B29T03 167 121 121 137 133 124 124 83 99 161 167 
830T03 174 121 135 133 137 124 130 83 83 161 167 
B31T03 181 121 135 137 141 124 130 83 99 161 167 
B33T03 191 129 143 123 129 130 130 83 99 161 167 
B34T03 196 121 121 133 137 124 124 83 83 167 161 
B36T03 209 121 133 137 147 124 124 85 99 16~ 161 
837T03 215 121 137 123 133 124 128 83 83 161 167 
839T03 232 121 133 137 135 124 124 83 99 167 167 
840T03 239 121 141 137 129 124 124 83 99 161 167 
801T08 2 141 149 129 131 124 124 91 83 161 161 
802T08 7 121 121 131 129 124 128 91 83 161 161 
B03T08 13 141 139 129 135 124 124 85 85 167 161 
804T08 17 121 141 131 137 124 124 85 85 167 167 
805T08 23 121 149 129 131 124 124 91 85 167 161 
B06T08 27 121 139 131 131 124 124 85 85 167 167 
807T08 34 133 141 131 131 124 124 * * 167 167 
809T08 46 121 141 131 137 124 124 85 91 167 167 
B10T08 50 121 141 129 141 124 126 85 85 167 167 
B11T08 56 139 141 131 131 124 124 85 85 167 161 
812T08 63 121 141 131 131 124 124 83 91 167 167 
B13T08 68 121 121 131 133 124 124 91 1 85 159 159 
815T08 79 139 141 129 131 124 124 85 85 167 167 
816T08 88 139 141 129 137 124 124 85 91 167 161 
817T08 93 141 141 129 131 124 136 85 85 167 167 
B20T08 109 141 137 129 141 124 124 85 85 167 167 
821T08 115 121 133 131 135 124 130 85 91 167 167 
822T08 122 139 141 131 137 124 124 85 85 167 167 
B23T08 128 121 141 131 143 124 124 85 91 167 167 
824T08 135 141 141 129 131 124 124 85 85 161 167 
825T08 141 121 141 129 141 124 124 85 91 167 161 
B26T08 146 141 141 131 137 124 124 85 85 167 167 
827T8b 156 121 141 129 131 124 124 83 91 167 167 
827T08 155 141 141 131 137 124 124 85 91 167 167 
828T08 162 121 139 129 141 124 124 85 91 167 167 
829T08 168 139 141 137 129 124 124 85 85 167 167 
B30T08 175 121 139 129 131 124 124 85 91 167 .167 
831T08 182 121 133 131 135 124 130 91 83 167 167 
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B32T08 189 121 139 131 137 124 124 85 85 167 167 
B33T08 192 121 133 131 131 136 150 85 91 167 163 
B35T08 203 121 137 - 129 131 124 124 91 83 161 161 
B36T08 210 121 141 129 137 124 124 85 85 167 167 
B37T08 216 * * 131 129 124 124 85 85 167 167 
B38T08 225 121 141 131 131 124 124 85 85 167 167 
B39T08 233 121 139 129 137 124 124 85 85 167 167 
840T08 240 121 133 131 137 124 124 85 85 167 167 
B03T09 14 121 121 143 137 124 148 83 89 167 163 
B06T09 28 121 133 131 135 124 130 83 91 167 167 
B09T09 47 133 133 135 131 124 148 89 85 167 161 . l 

l 

B11T09 57 121 133 135 135 148 130 83 89 167 167 
B17T09 94 133 139 131 137 126 130 83 91 167 167 
829T09 169 121 121 137 133 148 148 83 83 167 167 
B35T09 204 121 149 137 131 148 136 89 83 167 167 
B37T09 217 133 133 135 135 148 130 * * 167 167 
B38T09 226 133 141 137 135 124 130 83 83 167 159 
B06T12 29 121 121 131 131 124 148 83 83 161 167 
807T12 35 121 121 131 135 124 148 83 83 167 167 
B08T12 40 121 121 131 131 124 126 83 83 167 167 
B13T12 69 121 121 137 131 124 124 83 83 161 167 
817T12 95 121 121 137 137 148 124 83 83 167 161 
B19T12 103 121 121 131 131 124 150 83 83 161 161 
B21T12 116 121 121 131 131 124 124 83 75 167 167 
B22T12 123 121 121 131 131 124 148 83 83 167 167 
B23T12 129 121 121 131 131 128 148 83 101 167 167 
B26T12 147 121 121 131 137 148 124 83 83 167 167 
B27T12 157 121 141 141 137 124 124 83 83 161 161 
829T12 170 121 121 137 137 124 148 83 83 * * 
B30T12 176 121 121 137 131 136 148 83 91 167 157 
B31T12 183 121 137 131 131 148 136 83 83 161 167 
B35T12 205 121 121 137 131 126 148 83 83 161 161 
B37T12 218 121 121 131 137 148 136 83 83 167 157 
B02T13 8 137 137 145 131 124 136 83 83 167 157 
B04T13 18 133 137 131 131 124 124 83 83 157 157 
808T13 41 133 149 131 147 132 128 85 75 167 167 
B10T13 51 * * 131 131 136 136 83 83 * * 
B12T13 64 121 133 131 139 132 136 83 83 167 157 
B14T13 75 133 137 131 139 124 136 83 83 167 167 
B15T13 80 121 137 131 131 124 124 85 75 167 157 
B20T13 110 121 141 131 131 124 136 83 83 167 167 
B23T13 130 137 141 131 131 124 136 75 83 167 157 
824T13 136 121 137 131 131 124 136 83 85 167 157 
B29T13 171 133 139 131 149 132 136 83 83 167 167 
B34T13 197 137 137 131 131 124 136 83 83 167 167 
B38T13 227 133 149 131 145 124 132 83 79 167 167 
805T14 24 133 133 131 135 124 136 83 83 167 167 
808T14 42 133 137 131 135 124 136 83 83 167 167 
B13T14 70 * * 145 139 * * 83 83 * * 
814T14 76 133 139 131 135 136 136 83 83 167 167 
B15T14 81 133 141 139 131 136 136 83 91 167 167 
B19T14 104 * * 139 139 124 136 83 83 167 167 
B21T14 117 121 * 139 131 124 148 83 83 167 167 
B22T14 124 121 149 131 139 124 136 83 83 167 169 
B23T14 131 121 137 135 135 124 136 83 75 167 -167 
B24T14 137 121 133 131 135 124 124 83 83 167 167 



B26T14 148 * * 131 139 124 136 83 83 167 167 
B27T14 158 133 149 135 145 124 136 83 91 167 167 
833T14 193 133 149 - 139 135 124 136 83 105 167 161 
834T14 198 121 133 139 131 124 136 83 . 83 167 167 
835T14 206 * * 135 145 124 136 83 91 167 167 
B37T14 220 133 133 135 141 136 136 83 83 167 167 
838T14 228 121 133 141 139 124 124 83 83 167 167 
B01T16 3 133 149 149 139 * * 83 105 * * 
804T16 19 * * * * 138 130 * * * * 
B06T16 30 155 155 129 149 136 136 83 105 159 159 
B07T16 36 * * * * * * * * * * 
808T16 43 133 121 135 149 124 130 83 105 169 169 
B10T16 52 133 149 129 149 136 138 83 105 159 167 
811T16 58 133 155 129 131 124 138 83 105 161 161 
B14T16 77 133 141 149 139 136 136 83 79 167 159 
B15T16 82 133 121 131 135 124 138 83 83 169 159 
B16T16 89 133 121 129 149 124 130 83 83 159 167 

· 817T16 96 151 151 133 149 124 136 83 105 159 159 
B18T16 100 * * * * 124 138 83 83 * * 
B20T16 111 149 149 131 129 124 138 83 105 167 159 
B21T16 118 151 151 131 149 124 136 83 83 167 167 
B24T16 138 133 149 131 149 136 152 83 105 159 159 
B25T16 142 139 133 131 131 124 138 83 83 167 167 
B26T16 149 149 149 129 149 124 136 83 79 167 167 
B28T16 163 133 137 129 149 138 138 83 105 159 159 
B30T16 177 133 155 131 143 132 138 83 105 167 167 
831T16 184 121 149 131 149 130 136 83 111 159 167 
834T16 199 133 149 131 131 124 124 83 105 * * 
836T16 211 133 133 131 143 128 138 83 83 167 159 
B37T16 221 133 147 131 149 124 138 83 105 167 167 
839T16 234 121 133 131 145 124 138 83 83 167 159 
B40T16 241 133 155 131 149 124 136 83 105 167 167 
B01T18 4 121 147 131 137 136 138 83 83 159 167 
B02T18 9 137 147 129 129 124 130 83 109 159 167 
803T18 15 147 141 129 131 126 138 83 109 159 159 
804T18 20 127 147 131 131 124 124 83 83 159 159 
805T18 25 127 147 131 129 124 138 83 83 159 159 
806T18 31 147 155 129 135 124 124 83 109 167 167 
808T18 44 127 147 131 131 124 132 83 83 159 167 
810T18 53 121 147 131 129 124 138 83 ~ 79 167 167 
B11T18 59 139 147 131 149 124 138 83 . 83 167 167 
B12T18 65 121 127 131 135 124 124 83 83 167 167 
B13T18 71 121 147 131 131 124 138 83 91 159 167 

( . 
814T18 243 147 147 129 149 124 140 83 83 159 167 
B15T18 83 147 155 131 141 124 124 83 109 159 159 
B17T18 97 147 159 129 131 124 128 83 83 159 169 
B18T18 101 127 147 129 129 124 136 83 83 159 159 
B19T18 105 121 147 129 129 130 138 83 83 159 159 
B20T18 112 147 151 129 137 124 138 83 77 159 159 
B21T18 119 133 147 129 149 124 138 83 109 159 159 
B24T18 139 147 155 131 135 124 138 83 109 163 163 
825T18 143 127 147 129 129 124 134 83 83 159 159 
B26T18 150 127 155 129 131 124 138 83 109 159 167 
B27T18 159 147 155 129 129 124 124 83 83 159 167 
B28T18 164 141 147 131 131 124 138 83 105 167 167 
B29T18 172 121 133 137 137 124 130 83 101 167 167 
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830T18 178 141 147 131 129 138 136 
831T18 185 121 127 129 135 138 138 
B32T18 190 137 147 -* * 124 124 
B33T18 194 147 151 129 137 124 124 
B35T18 207 139 147 129 141 124 124 
B36T18 212 127 147 129 131 124 138 
837T18 222 121 147 129 115 124 128 
B38T18 229 141 147 129 131 124 124 
B39T18 235 121 133 131 129 124 138 
B40T18 242 127 155 129 131 124 138 
B07T19 37 141 147 131 143 126 126 
B15T19 84 141 149 141 141 124 130 
B18T19 102 121 141 129 141 124 124 
B19T19 106 121 141 141 141 124 126 
B23T19 132 139 141 135 141 124 126 
B26T19 151 * * 131 143 126 136 
831T19 186 127 141 135 143 124 124 
B39T19 236 141 149 143 135 126 124 
rouge : peres participants a la pollinisation des 5 families etudiees 
bleue : alleles rares de frequence entre 1 % et 5% 
marron : alleles tre rares de frequences entre 1 %0 - 9%0 

83 83 159 167 
83 79 159 167 
83 91 167 167 
83· 83 159 159 
83 109 167 167 
83 83 159 159 
83 83 159 167 
83 83 167 167 
83 83 159 159 
83 83 159 159 
83 85 161 161 
83 85 167 167 
83 73 167 161 
83 73 167 167 
85 85 161 157 
85 85 161 167 
85 85 161 167 
85 85 167 167 
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f II" Annexe 7 : Variations alleliques observee sur les 5 amilles pour les 5 loci microsate 1tes 
!Peres e06m e06p e10m e10 p e11 m e11 p e13m e13 p e19m e19 p 

FAMF01 B24T13 0 121 133 131 141 136 136 83 83 157 169 
FAMF02 B24T13 B23T13 121 141 131 131 136 124 85 83 157 157 
FAMF03 B24T13 0 121 137 131 139 124 124 83 85 157 157 
FAMF04 B24T13 B04T13 137 137 131 131 124 124 85 83 167 157 
FAMF05 B24T13 B38T09 121 141 131 137 124 124 85 83 167 159 
FAMF06 B24T13 0 121 153 131 131 136 136 83 85 157 191 
FAMF07 B24T13 B22T01 121 121 131 135 136 124 83 85 167 161 
FAMF08 B24T13 0 137 133 131 123 124 146 85 83 167 169 
FAMF09 B24T13 B35T01 121 133 131 141 136 124 83 85 167 169 
FAMF10 B24T13 B10T01 137 133 131 137 136 124 85 83 157 167 
FAMF11 B24T13 0 137 137 131 129 124 136 85 87 167 191 
FAMF12 B24T13 B40T03 137 141 131 137 124 124 83 99 157 161 
FAMF13 B24T13 B30T03 137 135 131 133 124 130 85 83 167 167 
FAMF14 B24T13 B34T14 137 133 131 139 124 136 85 83 167 167 
FAMF15 B24T13 B40T01 137 133 131 141 124 124 85 83 167 161 
FAMF16 B24T13 B24T13 121 137 131 131 136 124 83 85 157 157 
FAMF17 B24T13 B21T08 121 133 131 131 124 130 85 85 157 167 
FAMF18 B24T13 0 121 151 131 135 124 136 83 83 ( 157 169 
FAMF19 B24T13 B32T01 121 133 131 141 124 124 83 83 167 167 
FAMF20 B24T13 B40T02 121 133 131 131 136 128 83 99 167 167 
FAMF21 B24T13 B29T01 137 121 131 123 124 136 83 83 167 167 
FAMF22 B24T13 B23T13 121 141 131 131 124 136 85 83 157 157 
FAMF23 B24T13 B14T01 137 133 131 133 136 124 85 83 167 167 
FAMF24 B24T13 B25T02 137 137 131 123 124 136 '99 85 167 167 
FAMF25 B24T13 B24T08 121 141 131 131 136 124 85 85 157 161 
FAMF26 B24T13 0 137 153 131 137 124 136 83 83 157 161 
FAMF27 B24T13 0 121 121 131 131 124 136 83 87 157 167 
FAMF28 B24T13 0 121 129 131 141 136 136 83 83 157 169 
FAMF29 B24T13 B08T01 121 161 131 135 136 132 85 83 157 167 
FAMF31 B24T13 B23T02 121 137 131 129 124 136 83 83 157 169 
FAMF32 B24T13 0 137 129 131 141 124 124 85 85 157 167 
FAMF33 B24T13 0 121 121 131 131 124 152 85 85 167 163 
FAMF34 B24T13 0 137 137 131 149 136 136 99 85 167 167 
FAMF35 B24T13 0 137 151 131 131 124 124 85 85 157 191 
FAMF36 B24T13 B34T01 121 129 131 123 136 136 83 83 157 167 
FAMF37 B24T13 B26T02 121 133 131 141 136 124 85 85 167 167 
FAMF38 B24T13 B07T12 137 121 131 135 124 124 85 83 157 167 
FAMF39 B24T13 B24T08 121 141 131 129 136 124 85 85 157 161 
FAMF40 B24T13 0 121 121 131 119 124 136 85 99 167 167 
FAMF41 B24T13 B24T08 137 141 131 131 124 124 85 85 157 161 
FAMF42 B24T13 B07T08 121 141 131 131 124 124 83 83 - 167 167 
FAMF43 B24T13 B07T12 121 121 131 135 136 124 85 83 167 167 
FAMF44 B24T13 B15T01 121 129 131 141 124 124 83 83 167 169 
FAMF45 B24T13 B22T01 137 121 131 135 136 124 83 83 157 161 
FAMF46 B24T13 B40T08 137 133 131 137 124 124 85 85 157 167 
FAMF47 B24T13 B07T12 121 137 131 123 124 124 85 85 167 161 
FAMF48 B24T13 0 121 121 131 135 136 124 85 83 157 167 
FAMF49 B24T13 B01T08 121 141 131 131 136 124 83 83 157 161 
FAMF50 B24T13 B38T08 121 141 131 131 124 124 85 85 167 167 
FAMF51 B24T13 0 137 155 131 131 124 124 83 83 157 157 
FAMF52 B24T13 0 121 141 131 131 124 136 85 85 157 161 
FAMF53 B24T13 0 137 137 131 135 124 124 83 85 157 161 
FAMF54 B24T13 0 121 133 131 139 124 136 83 75 157 167 
FAMF55 B24T13 0 137 153 131 131 124 136 83 87 167 167 
FAMF56 B24T13 B34T13 121 137 131 131 124 136 83 83 157 167 
FAMF57 B24T13 0 121 129 131 131 136 136 85 99 157 169 



FAMF58 B24T13 B01T08 137 141 131 131 124 124 83 83 167 161 
FAMF59 B24T13 B24T08 121 141 131 131 124 124 83 85 157 161 
FAMF60 B24T13 0 t37 121 131 135 136 124 85 99 167 167 
FAMF61 B24T13 B04T13 121 133 131 131 124 . 124 85 83 157 157 
FAML01 B34T01 B27T01 129 121 123 123 124 124 83 83 167 167 
FAML02 B34T01 0 129 147 123 143 136 136 83 83 161 161 
FAML03 B34T01 B18T19 121 121 141 129 124 124 83 83 161 167 
FAML04 B34T01 B24T14 129 121 141 131 124 124 83 81 161 167 
FAML05 B34T01 0 121 129 123 141 124 124 83 83 167 157 
FAML06 B34T01 0 129 139 141 131 136 136 83 91 167 161 
FAML07 B34T01 B03T03 121 121 141 131 124 124 83 83 167 157 
FAML08 B34T01 B38T18"' 121 141 141 129 124 124 83 83 161 167 
FAML09 B34T01 0 129 133 123 123 124 124 83 85 161 159 
FAML10 834T01 B31T16 ,- 121 121 141 131 136 130 83 83 167 159 
FAML11 B34T01 B03T03 121 129 141 131 124 124 83 83 167 157 
FAML12 B34T01 813T12 121 121 123 137 136 124 83 83 167 161 
FAML 13 834T01 0 121 133 123 143 124 124 83 83 167 161 
FAML14 B34T01 820T16 121 149 141 129 124 138 83 83 167 167 
FAML 15 834T01 0 121 121 141 141 124 148 83 83 167 161 
FAML16 B34T01 B34T01 129 129 141 141 124 136 83 83 ' 167 161 
FAML17 B34T01 806T12 129 121 123 131 124 148 83 83 167 161 
FAML18 B34T01 B21T14 121 121 123 139 124 148 83 83 161 167 
FAML 19 B34T01 B19T12 121 121 123 131 124 124 83 83 167 161 
FAML20 B34T01 EX 129 133 141 141 124 124 83 99 167 157 
FAML21 B34T01 B33T08 121 121 123 131 124 136 83 85 167 163 
FAML22 B34T01 B32T01 121 121 141 141 124 124 83 83 167 167 
FAML23 834T01 832T01 121 121 141 141 124 124 83 83 167 167 
FAML24 B34T01 B39T18 " 121 121 141 131 124 124 83 83 161 159 
FAML25 B34T01 B29T02 121 121 123 139 124 124 83 83 167 161 
FAML26 B34T01 B34T01 121 129 123 123 124 136 83 83 167 161 
FAML27 B34T01 B16T01 129 151 141 129 136 138 83 83 161 161 
FAML28 B34T01 B32T01 121 121 141 141 124 124 83 83 167 167 
FAML29 B34T01 B34T01 121 129 123 123 124 136 83 83 167 167 
FAML30 B34T01 B19T12 121 121 141 131 124 124 83 83 167 161 
FAML31 B34T01 0 129 129 141 141 136 136 83 99 167 169 
FAML32 B34T01 B22T01 121 121 141 135 124 124 83 83 167 161 
FAML33 B34T01 B15T01 121 129 123 141 136 148 83 83 167 167 
FAML34 B34T01 0 129 129 123 141 136 136 83 85 169 161 
FAML35 B34T01 0 121 121 141 141 124 138 83 83 167 167 
FAML36 B34T01 B34T01 121 129 141 141 124 136 83 83 167 161 
FAML37 B34T01 0 121 139 123 141 124 124 83 99 167 157 
FAML38 B34T01 0 129 137 123 141 124 136 83 83 167 157 
FAML39 B34T01 0 121 149 123 141 136 138 83 83 _161 161 
FAML40 B34T01 B37T03 121 121 141 133 124 128 83 83 161 161 
FAML41 B34T01 B37T12 129 121 123 131 136 148 83 83 167 157 
FAML42 B34T01 B12T03 129 133 123 123 124 124 83 99 161 167 
FAML43 B34T01 0 121 121 141 133 124 148 83 83 167 157 
FAML44 B34T01 835T18 )I. 129 139 141 129 136 124 83 83 167 167 
FAML45 B34T01 B34T01 121 129 141 141 124 136 83 83 167 161 
FAML46 B34T01 0 121 129 123 123 124 124 83 83 167 157 
FAML47 B34T01 B03T03 121 121 123 131 124 124 83 83 167 157 
FAML48 B34T01 0 121 121 141 133 124 124 83 83 167 157 
FAML49 B34T01 B37T12 129 121 123 131 124 136 83 83 167 157 
FAML50 B34T01 0 121 129 123 131 124 128 83 99 167 169 
FAML51 B34T01 821T12 121 121 123 131 124 124 83 83 167 167 
FAML52 B34T01 B33T08 121 121 123 131 124 136 83 91 163 161 
FAML53 B34T01 B04T02 129 133 141 123 136 136 83 83 161 161 
FAML54 B34T01 B19T12 121 121 123 131 124 124 83 83 161 161 



FAML55 B34T01 B19T12 121 121 123 131 124 124 83 83 167 161 
FAMLS6 B34T01 0 129 141 123 135 136 136 83 85 167 167 
FAML57 B34T01 B15T01 1-21 129 141 141 124 148 83 83 167 167 
FAML58 B34T01 B26T02 121 133 141 123 124 124 83 85 167 161 
FAML59 B34T01 B22T12 129 121 141 131 136 148 83 83 167 167 
FAML60 B34T01 B37T12 121 121 123 131 124 148 83 83 167 157 
FAMD01 B14T14 0 139 141 131 139 136 128 83 99 167 167 
FAMD02 B14T14 0 133 149 135 129 * 124 83 95 167 167 
FAMD03 B14T14 B25T02 139 133 135 123 136 136 83 83 167 167 
FAMD04 B14T14 B06T01 133 133 135 123 136 128 83 87 167 169 
FAMD05 B14T14 B38T02 139 133 135 139 136 130 83 99 167 167 
FAMD06 B14T14 0 133 121 135 131 * 124 83 95 167 161 
FAMD07 B14T14 0 133 121 135 131 136 124 83 83 * * 

0 FAMD08 B14T14 B30T18 139 141 131 131 * 124 83 83 167 159 
FAMD12 B14T14 0 133 133 131 123 136 128 83 97 167 169 
FAMD13 B14T14 0 133 121 135 139 * 124 83 83 167 167 
FAMD16 B14T14 B37T14 133 133 135 135 136 136 83 83 167 167 
FAMD17 B14T14 B02T08 139 121 131 129 136 124 83 83 167 161 
FAMD18 B14T14 0 133 121 131 129 136 124 83 95 167 167 
FAMD19 B14T14 B14T03 133 139 131 131 136 128 83 83 < 167 167 
FAMD20 B14T14 B34T13 139 137 135 131 136 124 83 83 167 167 
FAMD23 B14T14 B19T12 133 121 135 131 · 136 124 83 83 167 161 
FAMD24 B14T14 B12T03 139 129 135 137 136 124 83 99 167 167 
FAMD28 B14T14 0 139 141 131 125 * 124 83 85 * * 
FAMD29 B14T14 B24T08 133 141 131 131 * 124 83 85 167 161 
FAMD30 B14T14 B21T03 133 121 131 135 * 124 83 99 167 161 
FAMD31 B14T14 B24T13 133 121 135 131 136 124 * * 167 157 
FAMD35 B14T14 B10T08 133 121 131 141 136 124 83 85 167 167 
FAMD36 B14T14 B13T02 133 133 131 143 136 128 83 87 167 167 
FAMD37 B14T14 0 133 137 131 129 136 136 83 87 167 157 
FAMD38 B14T14 B05T14 133 133 131 135 136 128 83 83 167 167 
FAMD39 B14T14 B12T02 139 149 135 139 136 128 83 87 167 167 
FAMD40 B14T14 B14T03 139 133 135 137 136 128 83 83 167 167 
FAMD41 B14T14 0 139 139 131 139 136 136 83 99 167 167 
FAMD42 B14T14 0 139 149 * * 136 124 83 83 167 167 
FAMD45 B14T14 B37T12 139 121 135 137 136 124 83 83 167 157 
FAMD46 B14T14 B34T13 133 137 131 131 136 124 83 83 167 167 
FAMD47 B14T14 B05T14 133 133 131 135 136 136 83 83 167 167 
FAMD48 B14T14 B37T12 139 121 135 137 136 124 83 83 167 167 
FAMD49 B14T14 B34T13 133 137 131 131 136 124 83 83 167 167 
FAMD50 B14T14 B06T01 139 121 135 135 136 124 83 87 167 169 
FAMD52 B14T14 B23T19 139 141 131 141 * 124 83 85 167 161 
FAMD53 B14T14 B19T12 139 121 131 131 136 124 83 83 167 161 
FAMD54 B14T14 B34T13 139 137 135 131 136 124 83 83 167 j67 
FAMDS6 B14T14 0 139 129 131 137 136 124 83 83 * * 
FAMD57 B14T14 B02T01 133 121 135 123 136 124 83 83 167 169 
FAME01 B20T02 0 133 139 129 137 128 126 83 83 169 169 
FAME02 B20T02 B10T08 133 141 139 129 128 126 83 85 169 167 
FAME03 B20T02 B06T01 149 121 129 123 128 124 83 87 169 167 
FAME05 B20T02 B38T01 133 121 139 135 128 124 83 83 169 169 
FAME07 B20T02 B16T16 x 149 121 129 149 128 124 83 83 167 167 
FAME08 B20T02 B12T08 149 121 129 131 128 124 83 91 167 167 
FAME09 B20T02 0 133 143 139 123 128 128 83 95 169 167 
FAME10 B20T02 0 149 149 139 135 128 130 83 85 169 167 
FAME1 1 B20T02 B14T16 ~ 133 133 129 139 128 136 83 83 169 159 
FAME12 B20T02 0 149 129 139 141 128 138 83 99 167 167 
FAME13 B20T02 B21T08 133 121 139 135 128 130 83 85 167 167 
FAME16 B20T02 B20T02 133 137 139 143 128 124 87 83 167 167 
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I 
FAME17 B20T02 
FAME19 B20T02 
FAME21 B20T02 
FAME22 B20T02 
FAME23 B20T02 
FAME24 B20T02 
FAME25 B20T02 
FAME29 B20T02 
FAME30 B20T02 
FAME31 B20T02 
FAME33 B20T02 
FAME36 B20T02 
FAME37 B20T02 
FAME38 B20T02 
FAME41 B20T02 
FAME42 B20T02 
FAME43 B20T02 
FAME45 B20T02 
FAME46 B20T02 
FAME47 B20T02 
FAME50 B20T02 
FAME51 B20T02 
FAME53 B20T02 
FAME54 B20T02 
FAME55 B20T02 
FAME56 B20T02 
FAME57 B20T02 
FAME58 B20T02 
FAME60 B20T02 
FAMJ01 B24T14 
FAMJ02 B24T14 
FAMJ03 B24T14 
FAMJ04 B24T14 
FAMJ05 B24T14 
FAMJ06 B24T14 
FAMJ07 B24T14 
FAMJ08 B24T14 
FAMJ09 B24T14 
FAMJ10 B24T14 
FAMJ11 B24T14 
FAMJ12 B24T14 
FAMJ13 B24T14 
FAMJ14 B24T14 
FAMJ15 B24T14 
FAMJ16 B24T14 
FAMJ17 B24T14 
FAMJ18 B24T14 
FAMJ19 B24T14 
FAMJ20 B24T14 
FAMJ21 B24T14 
FAMJ22 B24T14 
FAMJ23 B24T14 
FAMJ24 B24T14 
FAMJ25 B24T14 
FAMJ26 B24T14 
FAMJ27 B24T14 
FAMJ28 B24T14 
FAMJ29 B24T14 

B32T02 133 
B29T12 149 
B21T02 149 

0 133 
B22T01 133 

0 133 
0 149 
0 133 
0 133 
0 149 

B21T08 149 
0 149 

B11T01 133 
B02T02 149 
B37T09 149 
Ex 149 
Ex 133 

0 149 
0 149 

B40T08 149 
0 149 

B18T02 133 
Ex 133 
B20T08 133 

0 133 
B20T08 133 
Ex 133 
B20T02 133 

0 149 
0 133 

B33T08 133 
0 121 

B38T08 121 
B26T08 121 

0 121 
B40T03 121 

0 133 
B34T13 133 

0 133 
0 121 

B37T12 133 
0 121 

B17T01 133 
B38T08 121 
Ex 121 

0 121 
0 133 
0 133 
0 121 
0 133 
0 121 
0 121 
0 133 
0 133 

Ex 121 
0 133 
0 121 
0 121 

133 129 123 
121 129 137 
137 139 123 
133 139 139 
121 129 135 
141 129 131 
149 129 129 
129 129 135 
139 139 131 
133 129 141 
133 139 131 
133 139 131 
129 139 123 
137 139 123 
133 129 135 
121 139 131 
133 139 131 
121 129 123 
121 139 139 
133 139 131 
149 129 118 
133 129 139 
121 129 135 
141 129 141 
133 129 149 
141 139 141 
133 129 137 
149 139 139 
121 129 131 
141 131 123 
121 131 131 
141 131 135 
141 131 131 
141 131 137 
121 131 141 
141 131 137 
121 131 143 
137 135 131 
121 131 133 
139 131 131 
121 135 131 
121 131 135 
121 131 139 
141 135 131 
121 131 137 
141 131 131 
133 131 131 
133 135 137 
133 135 137 
133 135 133 
121 135 137 
133 131 123 
141 131 129 
135 131 133 
133 131 135 
123 131 141 
137 135 133 
143 131 139 

128 124 83 99 169 169 
128 124 87 83 167 167 
128 124 83 87 169 167 
128 124 83 83 169 169 
128 124 87 83 169 161 
128 136 83 91 169 169 
128 144 87 95 169 169 
128 146 83 83 169 169 
128 144 83 79 169 * 
128 132 83 83 169 169 
128 130 83 85 167 167 
128 128 83 83 167 157 
128 128 83 79 167 161 
128 128 83 83 169 167 
128 130 87 85 169 167 
128 130 83 91 169 167 
128 130 87 91 169 167 
128 124 83 99 169 169 
128 130 83 91 169 167 
128 124 87 85 ' 167 167 
128 136 83 99 167 167 
128 124 83 87 169 167 
128 124 83 91 169 167 
128 124 83 85 169 167 
128 136 87 75 169 169 
128 124 £,7 85 167 167 
128 124 83 99 169 169 
128 128 83 83 167 167 
128 124 83 91 169 169 
124 128 83 85 167 167 
124 136 83 85 * * 
124 124 83 89 167 169 
124 124 83 85 167 167 
124 124 83 85 167 167 
124 136 83 85 167 167 
124 124 83 99 167 167 
124 128 83 85 167 179 
124 124 83 83 167 167 
124 136 83 85 167 161 
124 136 83 85 * * 
124 136 83 83 167 157 
124 124 83 85 167 169 
124 136 83 83 167 161 
124 124 83 85 167. .167 
124 124 83 85 167 169 
124 124 83 83 * * 
124 130 83 83 167 161 
124 130 83 91 167 169 
124 130 83 91 167 167 
124 130 83 91 167 167 
124 124 83 91 167 161 
124 124 83 91 167 169 
124 138 83 85 167 159 
124 130 83 91 167 167 
124 130 83 91 167 167 
124 124 83 91 167 161 
124 130 83 91 167 167 
124 130 83' 91 167 167 
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FAMJ30 B24T14 B15T13 
FAMJ31 B24T14 
FAMJ32 B24T14 
FAMJ33 B24T14 
FAMJ34 B24T14 
FAMJ35 B24T14 
FAMJ36 B24T14 
FAMJ37 B24T14 
m : alleles issus de la mere 
p : alleles issus du pere 
Ex : pere indetermine 

133 
0 133 
0 121 
0 121 
0 133 
0 133 
0 121 
0 121 

/ 

137 135 131 124 
133 131 141 124 
121 131 135 124 
123 135 133 124 . 
129 135 141 124 
137 135 137 124 
121 135 137 124 
121 135 141 124 

bleue : peres, de faible frequence allelique, ayant participe a la pollinisation 

., 
; 

124 83 85 167 167 
130 83 91 167 169 
130 83 91 167 159 
136 83 91 167 167 
138 83 91 167 169 
130 83 91 167 169 
148 83 85 167 167 
124 83 91 167 165 
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Annexe 8: Resultats sur l'etude de variabilite des parents 

Frequence des alleles par locus des parents: 

Alleles/locus E06 EIO Ell 
A 0.2751 0.0021 0.5591 
B 0.0044 0.0684 0.0232 
C 0.0240 0.0021 0.0802 
D 0.0502 0.1603 0.0506 
E 0.2402 0.2842 0.0148 
F 0.0066 0.0192 0.0021 
G 0.0721 0.1132 0.1203 
H 0.0415 0.1197 0.0717 
I 0.0983 0.0491 0.0021 
J 0.0175 0.0897 0.0042 
K 0.0742 0.0299 0.0127 
L 0.0415 0.0128 0.0422 
M 0.0218 0.0085 0.0042 
N 0.0240 0.0406 0.0084 
0 0.0022 0.0021 
p 0.0044 0.0021 

Q 0.0022 

Frequence des alleles par locus des descendants : 

Alleles/locus E06 ElO Ell 
A 0.3697 0.5087 
B 0.0042 0.1181 0.0043 
C 0.0021 0.1283 
D 0.0903 0.0759 0.0478 
E 0.2290 0.3671 0.0043 
F 0.0042 0.0232 
G 0.0966 0.1287 0.2587 
H 0.0567 0.0443 0.0152 
I 0.0672 0.0802 
J 0.0042 0.1392 0.0043 
K 0.0021 0.0105 0.0043 
L 0.0546 0.0217 
M 0.0063 
N 0.0063 0.0063 0.0022 
0 0.0042 
p 0.0021 ., 
Q 

; 

R 0.0063 

El3 El9 
0.0042 0.0345 
0.0148 0.1228 
0.0021 0.1573 
0.0233 0.0108 
0.5996 0.5905 
0.1398 0.0797 

0.0318 0.0022 
0.0085 0.0022 
0.0530 
0.0636 
0.0085 
0.0318 
0.0169 
0.0021 

< 

El3 El9 
0.1250 

0.0042 0.0194 
0.1358 

0.0063 0.0108 
0.6540 0.5668 
0.1751 0.1315 
0.0464 
0.0021 0.0022 
0.0485 0.0065 
0.0527 0.0022 

0.0105 

-
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Diversite observee et attendue sur les 5 loci microsatellites et par provenances 

Locus Provenances n 

E06 Andranokobaka 164 

Atherton 88 

Tinaroo 80 

Ravenshoe 112 

Paluma 14 

Total 458 

ElO Andranokobaka 160 

Atherton 90 

Tinaroo 92 

Ravenshoe 110 

Paluma 16 

Total 468 

Ell Andranokobaka 164 

Atherton 90 

Tinaroo 88 

Ravenshoe 114 

Paluma 16 

Total 472 

E13 Andranokobaka 164 

Atherton 86 

Tinaroo 92 

Ravens hoe 114 

Paluma 16 

Total 472 

El9 Andranokobaka 164 

Atherton 90 

Tinaroo 86 

Ravenshoe 108 

Paluma 16 

Total 464 

Andranokobaka 163 

Tous Atherton 89 

Tinaroo 88 

loci Ravenshoe 112 

Paluma 16 

TOTAL 467 

n : nombre total d'alleles 

Ao : nombre observe d'alleles par locus 

Ae : nombre efficace d'alleles 

Ho : heterozygotie observee 

He: heterozygotie de Nei 

F : deficit en heterozygotie = 1 - HolHe 

Ao Ae Ho He F 

14 4.5 0.8902 0.7837 -0.1358 

7 3.8 0.7727 0.7487 -0.0320 

6 3.1 0.5500 0.6908 0.2038 

12 7.3 0.8750 0.8710 -0.0004 

6 3.3 1,0000 0.7473 -0.3381 

17 6.2 0.8079 0.8401 0.0383 

12 7.3 0.9000 0.8679 -0.0369 

7 3.8 0.8222 0.7478 -0.0994 

8 3.0 0.6087 0.6763 0.0999 

11 4.0 0.7818 0.7561 -0.0339 

5 3.9 0.7500 0.7917 -0.0526 

14 6.6 0.7949 0.8499 0.0647 

12 2.6 0.4634 0.6228 0.2559 

7 1.7 0.3111 0.4040 0.2299 

7 3.1 0.7727 0.6852 -0.1276 

10 3.2 0.7544 0.6959 -0.0840 

4 2.5 0.6250 0.6417 , :0.0260 

16 2.9 0.5678 0.6555 0.1338 

7 2.2 0.5976 0.5569 -0.0730 

4 2.5 0.5349 0.6142 0.1291 

7 1.4 0.2826 0.2965 0.0468 

8 1.8 0.5439 0.4521 -0.2030 

3 2.1 0.5000 0.5667 0.1176 

14 2.6 0.5085 0.6122 0.1693 

8 2.9 0.5244 0.6580 0.2030 

4 1.5 0.2222 0.3413 0.3489 

4 1.7 0.3023 0.4066 0.2565 

5 2.3 0.3519 0.5730 0.3858 

3 2.2 0.5000 . 0.5750 0.1304 

8 2.5 0.3836 0.6051 0.3660 

10.6 3.9 0.6751 0.6979 0.0326 

5.8 2.7 0.5326 0.5712 0.0675 

6.4 2.5 0.5033 0.5510 0.0865 

9.2 3.7 0.6614 0.6696 0.0012 

4.2 2.8 0.6750 0.6645 -0.0158 

13.8 4.2 0.6125 0.7126 0.1408 
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Diversite observee et attendue par descendances : 

Descendances N Ao Ae Ho He F 

Andranokobakal 61 8 2.7 0.5849 0.5790 -0.0101 

Andranokobaka2 60 8.8 3.9 0.7333 0.7424 0.0122 

Andranokobaka3 42 6 3.0 0.7238 0.6425 -0.1265 

Atherton8 71 5.4 2.3 0.5017 0.4900 -0.0238 

Atherton9 18 4.8 2.8 0.6611 0.6355 -0.0402 

Tinaroo12 32 4 1.9 0.3925 0.4142 0.0523 

Tinaroo13 25 4.2 2.4 0.5731 0.5512 -0.0397 

Tinaroo14 31 4.2 2.3 0.5736 0.4844 -0.1841 

Ravenshoe16 44 6.4 3.4 0.7116 0.6895 -0.0320 

Ravenshoe18 68 7.6 2.9 0.6276 0.6099 -0.0290 

Paluma19 16 4.2 2.8 0.6750 0.6645 -0.0158 

' Tableau : F-statistiques regroupement par descendances (11 groupes) et regroupement par 
provenances (5 groupes) 

Regroupement des 11 descendances N Fis 

E06 458 -0.1515 

ElO 468 -0.1167 

Ell 472 -0.0764 

E13 472 -0.1368 

E19 464 0.1718 

Total 467 -0.0707 

Regroupement des 5 provenance N Fis 

E06 458 -0.0877 

ElO 468 -0,0267 

Ell 472 0,0203 

E13 472 -0,0106 

E19 464 0,2396 

Total 467 0,0151 
" 

N: nombre total d'alleles 
Fis : mesure de l'ecart a la structure de Hardy Weinberg a l'interieur des sous populations. 
Fit : mesure l'ecart global a la structure de Hardy Weinberg dans l'ensemble 
Fst : mesure le deficit du a la differenciation entre sous population 

Fit Fst 

0.0588 0.1826 

0.0885 ' 0.1837 

0.1057 0.1691 

0.1544 0.2562 

0.3185 0.1771 

0.1350 0.1921 

Fit Fst 

0,0296 0,1078 

0,0849 0,1087 

0,1160 0,0977 

0,2498 0,2577 

0,3441 0,1375 

0,1499 0,1369 

Tableau: F-statistiques observees sur les descendants de 5 arbres meres dans le verger. 

Regroupement de 5 families N Ao Ae Ho He F Fis Fit Fst 

E06 282 11 4.2 0.7518 0.7633 0.0151 -0.1515 0.0588 0.1826 

ElO 282 10 4.7 0.7305 0.7917 0.0773 -0.1167 0.0885 0.1837 

Ell 274 8 2.6 0.6305 0.6121 -0.0301 -0.0764 0.1057 0.1691 

EI3 280 6 1.8 0.4143 0.4444 0.0677 -0.1368 0.1544 0.2562 

El9 280 6 2.3 0.5500 0.5698 0.0347 0.1718 0.3185 0.1771 

Total 280 8.2 3.1 0.6163 0.6363 0.0314 -0.0707 0.1350 0.1921 



Annexe 9 :Essai n° 70 Verger a graines de familles d'Eucalyptus grandis 
STATION D'ANTSIRINALA 

3 14 13 12 18 16 8 1 14 2 8: 2 

8 16 3 8 1 2 2 12 14 1 1 
33 34 35 36 37 38 39 

14 18 >i:F: <: fs :: 3 9 18 13 8 19 3 

18 9 14 1 3 16 16 18 

2 16 2 12 12 2 3 1 3 ::::2 :::: 

8 8 8-1 18 8 2 ::>':if: 1 18 1 
25 26 28 29 . ''' 31 27 30 

18 16 14 2 1 18 16 12 8 1 8 18 12 

1 19 18 14 3 8-2 1 13 9 8 3 16 16 19 

1 16 12 16 19 16 13 2 3 1 2 12 

18 3 19 2 1~ 18 8 8 12 2 1 3 
17 18 19 20 21 22 23 

2 8 9 3 14 3 16 19 14 

18 18 18 14 12 14 a 13 8 

2 .. ' 2 1 2 8 16 1 

9 18 16 16 8 3 8 1 1~ 14 1 2 j a 14 
9 10 11 12 13 14 15 

8 13 1 2 3 :: ::1:(:J:: ::::8>' 

2 1 8 9 16 13 18 12. 13 19 13 
''.'' 

8 2 16 18 8 14 18 8 16 

16 18 13 9 18 (4 16 12 1 
1 2 3 5 6 7 

8 1 18 , 2 1 13 ,__.., 3 1 1 3 

1 8 3 2 8 2 18 9 8 12 

\ N 

16 18 

1 
4v:-

2 8 

1 2 

8 18 v-32 

\ 

1 
2y-

1 

16 8 

3 

1 
1"sj-

2 

16 

18 

1 2~ 

12 16 13 



Codification de recolte 
3 

/ Trait N° lot 

Direction des vents dominants 

Plantation le 29/01/87 
Plantation bordures le 02/02/87 
Ecartement 3 x 3 metre 
Engrais 200g NPKZn (8-16-24-2) , 
+ 50 g d'uree/trou le 23/01/87 
Dispositif en bloc monoarbre 
12 traitements, 40 blocs 
2 lignes de plantation en bordure 
Surfafe totale 0,6 ha 

1 

2 

3 

5 

8 

9 

12 

13 

14 

16 

18 

19 

@ Numero de bloc Arbres meres 

!//darbres jamais fleuris 

86027 

86034 

86055 

80/2757N 

80/3033N 

80/3034N 

80/3041N 

80/3044N 

80/3046N 

80/3054N 

80/3056N 

84/4555N 

Provenance Pays Long Latitude Altitude 
Andranokobaka Madagascar 48°14'E 18°56'E 

Andranokobaka Madagascar 48°14'E 18°S6'E 

Andranokobaka Madagascar 48°14'E 18°56'E 

Sf 185, E Atherton Australie Qld 148°30'E 21 °1 3'S 

Sf 185, E Atherton Australie Old 145°42'E 17•1 5·s 

Sf 185, E Atherton Australie Qld 145°42'E 17•15·s 

Tinaroo falls down Australie Qld 145°36'E 17·1 1·s 

Tinaroo falls down Australie Qld 145°36'E 17· 11 ·s 

Tinaroo falls down Australie Qld 145°36'E 17•42·s 

SO Ravenshoe Australie Qld 145°28'E 17•42•s 

SO Ravenshoe Australie Qld 145•2a'E 17·42·s 

0 Paluma Australie Qld 145•oo'E 19·oo·s 

D Peres participant a la pollinisation des 5 arbres meres 

Garbres fleuris mais non pas participes a la pollinisation 
des 5 arbres meres 

900 

900 

900 

710 

800 

800 

900 

900 

940 

940 

940 

900 


