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INTRODUCTION

En 1996, la FAO reconnait officiellement le role des agriculteurs dans I’origine et le
maintien des ressources génétiques végétales: "We acknowledge the role played by
generations of men and women farmers and plant breeders, and by indigenous and local
communities, in conserving and improving plant genetic resources" (FAO 1996). Cette
reconnaissance se fonde sur I’évidence que les agriculteurs, a travers des siécles de
domestication, de gestion et de sélection, ont fagonné la diversité des plantes cultivées et sur
le constat que cette action perdure dans certaines parties du monde. En effet, dans les
agrosystémes traditionnels, notamment dans les centres de diversité, les agriculteurs
régénérent le plus souvent chaque année leurs lots de semences a partir de leurs récoltes et
continuent de cultiver des variétés présentant une diversité génétique forte.

Si le role des agriculteurs dans la diversité des ressources génétiques cultivées est une
¢vidence, les processus impliqués sont inégalement connus selon les espéces et les situations
agroécologiques. Ceci est particulierement vrai au niveau génétique. L’objectif général de
cette thése est de comprendre comment les pratiques paysannes contribuent a la structuration
et a la dynamique de la diversit¢ d’une plante a multiplication végétative, 1’igname
(Dioscorea sp.) au Bénin, cultivée en agrosysteme traditionnel, en relation avec les especes

sauvages apparentées.

Cette these est structurée en cinq grandes parties :

* La premi¢re partie présente tout d’abord une introduction générale sur les différents
facteurs influencant la structuration et la dynamique des plantes cultivées en agrosystemes
traditionnels. L’igname étant un modéle peu commun, nous présenterons ensuite une
description relativement détaillée de la plante et de son mode de culture. Elle sera suivie
d’une breve description du Bénin, le pays d’étude. Enfin, les objectifs de cette thése seront
détaillés.

* Le chapitre I expose nos résultats sur le niveau de ploidie de I’igname. Il était en effet
indispensable d’avoir une idée précise du niveau de ploidie de I’igname avant de pouvoir
engager une ¢tude génétique.

* Dans le chapitre II, nous verrons comment les cultivateurs d’ignames contribuent a la
diversification des ignames cultivées en utilisant la reproduction sexuée des ignames

cultivées ainsi que la diversité des ignames sauvages apparentées.
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e Le chapitre III décrit les résultats obtenus concernant les conséquences de la gestion
paysanne et de I'utilisation de la reproduction sexuée des ignames sauvages et cultivées sur
la structuration variétale.

* Enfin, dans une dernicre partie, nous synthétiserons nos résultats et nous les discuterons
dans le cadre général de I’évolution de la diversité des plantes a multiplication végétative

et de la conservation des ressources génétiques.
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. Structure et dynamique des plantes cultivées en milieu

traditionnel

La gestion paysanne de la diversité est directement influencée par différents facteurs
sociaux, économiques, culturels et environnementaux (Figure 1). La stratégie de culture des
paysans intégre en effet a la fois des données telles que I’hétérogénéité environnementale, la
gestion des risques, les obligations et consensus sociaux (Bellon et al. 1997). Elle dépend
aussi de ’acceés aux marchés, aux intrants et des politiques agricoles. Nous présenterons ici
quelques éléments sur la contribution des paysans a I’organisation et a la dynamique de la

diversité des plantes cultivées en milieu traditionnel.

A. Interactions entre pratiques paysannes et forces évolutives

Les pratiques paysannes tiennent une place centrale dans la structuration et la
dynamique de la diversité des plantes cultivées en milieu traditionnel. En effet, elles se
combinent aux caractéristiques biologiques des plantes (ex. systéme de reproduction) et aux
pressions environnementales (ex. variabilité environnementale, pathogenes) et influencent la
plupart des forces évolutives (dérive, sélection et migration). Seule la mutation n’est pas, a

priori, directement affectée par les pratiques paysannes.

La dérive correspond a une modification aléatoire des fréquences alléliques en raison
de I’échantillonnage aléatoire de ces alleles a chaque génération. Elle conduit a une perte de
diversité. Son effet est d’autant plus fort que les surfaces cultivées par les paysans sont petites
et que la quantit¢ de semences utilisées a chaque génération est faible. Chez le mais par
exemple, les paysans de Cuzalapa (Mexique) utilisent moins de 100 épis pour renouveler
leurs semences dans plus de 50% des variétés, ce qui entraine théoriquement la perte des
alleles dont la fréquence est inférieure a 5% (Louette 1994). Cependant, les agrosystémes
traditionnels n’étant pas fermés, les agriculteurs ont la possibilité¢ de régénérer la diversité

perdue par dérive (notamment par la migration des semences).
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Facteurs Facteurs Politiques Facteurs
socioéconomiques culturels gouvernementales environnementaux

Prise de décision paysanne 1«

v

Gestion paysanne de la diversité

Connaissances
paysannes

1 v

Structure génétique des plantes cultivées [«

Diversité des plantes
cultivées

Caractéristiques des plantes cultivées |«

Figure 1. Facteurs influencant la gestion paysanne de la diversité des plantes cultivées
(D’apres Bellon et al. 1997).
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La sélection, naturelle ou paysanne, peut induire des modifications des structures
génétiques en favorisant ou au contraire en éliminant certains génotypes. Des pressions
environnementales (type de sol, climat, maladie) peuvent entrainer des différences dans la
valeur sélective des individus. Cette pression de sélection peut étre confondue avec la
sélection paysanne si le paysan sélectionne des plantes adaptées aux conditions
environnementales en question (Jarvis et al. 2000). La sélection paysanne s’applique soit
directement sur les plantes, par ¢limination d’une partie des plantes apres la germination (ex.
mil, Couturon et al. 2003, manioc, Pujol et al. 2005), soit sur les semences. Pressoir et
Berthaud (2004b) ont montré que la sélection massale des semences sur des critéres
phénotypiques bien définis (couleur des grains, forme de I’épi) permet de maintenir une
différenciation phénotypique forte entre les variétés de mais, malgré les flux de pollen

importants liés a la nature allogame du mais.

Les possibilités de migration sont contraintes a la fois par le systéme de reproduction
de la plante (flux de pollen, indépendant du paysan), par le mode d’acquisition des semences
(flux de semences, directement dépendant du paysan) et par la répartition spatiale des
parcelles de culture. Un systéeme de reproduction autogame favorise une structuration
génétique forte (Schoen et Brown 1991) : les paysans sont en mesure de sélectionner des
variétés relativement homogenes génétiquement. En conséquence, on attend une forte
différenciation des variétés, méme a I’échelle d’un village. Au contraire, un systeme de
reproduction allogame défavorise le maintien d’une structuration génétique : les flux de
pollen contribuent a ’homogénéisation génétique a I’échelle locale. Ainsi, méme si le paysan
sélectionne ses semences sur des caracteéres morphologiques, les variétés sont attendues peu
différenciées des autres variétés d’un méme village.

L’impact du flux de semences dépend du mode d’acquisition des semences par les
paysans et peut contribuer a renforcer ou a limiter cette structuration. En agrosystéme
traditionnel, les paysans sélectionnent leurs semences dans leurs propres récoltes. Cependant,
une partie des semences peut étre achetée et peut donc induire un flux de semences entre des
régions parfois tres éloignées, limitant ainsi la structuration génétique, méme a une échelle
régionale.

Des études menées sur le mais (allogame) a 1’aide de marqueurs neutres confirment la
forte diversité intra-population et la faible structuration intra- et inter-villages (Pressoir et

Berthaud 2004a). Cette faible structuration peut s’expliquer dans un méme village par la
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culture en parcelles contigués de différentes variétés et par 1’absence d’isolement
reproducteur, alors qu’entre des villages trés ¢€loignés, elle s’explique par des flux de
semences trés importants : jusqu’a 50% des semences ne proviennent pas de la récolte
antérieure du paysan (Louette 1994). Chez le mil (allogame) au Niger, des flux de semences
trés importants, liés notamment a des sécheresses récurrentes limitant les récoltes, induisent
non seulement une différenciation génétique intra- et inter-villages faible, mais aussi la
présence de plantes hybrides sauvage/cultivé dans des régions ou 1’espéce sauvage n’existe
pas (Robert et al. 2004). Dans ce cas, les observations confirment le modele théorique
présenté. Au contraire, des études sur ’orge ou le riz (autogames) indiquent une diversité
intra-population forte, contradictoire avec le modele théorique présenté (Miezan et
Ghesquicre 1986, Alemayehu et Parlevliet 1997 et Dakir et al. 2002). Dans le cas du riz en
Afrique, Bezancon (1993) rapporte que des paysans n’utilisent pas de variétés homogenes
mais un composite de plusieurs formes. Selon Portéres (1957), ce "compagnonnage agraire"
concerne des formes ayant des caractéristiques phénotypiques communes. Les variétés
composites cultivées sont volontairement maintenues hétérogenes par les paysans (Miezan et
Ghesquicre 1986), bien que, d’aprés le mode de reproduction du riz, on attende des variétés
homogenes génétiquement. Dans ce cas, ’action du paysan s’oppose au mode de reproduction
de la plante et modifie la structuration génétique des variétés. Cet exemple illustre bien le rdle
central que jouent les pratiques paysannes dans l’organisation de la diversité des plantes

cultivées en milieu traditionnel.

B. Utilisation paysanne de la diversité des espéces sauvages

apparentées aux espéeces cultivées

Les espeéces sauvages apparentées aux plantes cultivées font I’objet d’une large
utilisation de type extractiviste. Cependant, nous nous concentrerons ici sur 1’utilisation par

les paysans des especes sauvages pour enrichir la diversité des espéces cultivées.
Harlan (1975) définit le pool génétique primaire comme I’ensemble des formes

s’hybridant aisément et dont les descendants sont fertiles. Le pool génétique primaire

regroupe les formes cultivées et sauvages apparentées mais aussi les éventuelles formes
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adventices. En situation de sympatrie, et selon la nature allogame ou autogame de I’espéce
cultivée, on attend donc une proportion plus ou moins grande d’hybridations. Ces
hybridations contribuent a I’évolution du complexe sauvage/cultivé car des introgressions de
caracteres sauvages dans les espéces cultivées et réciproquement sont alors possibles. Ces
capacités d’hybridation ont été utilisées par les sélectionneurs pour introduire des caracteres

sauvages d’intérét dans les espéces cultivées (ex. Auriau et al. 1992).

Certains auteurs supposent qu’en agrosysteéme traditionnel, les paysans exploitent la
diversité des espéces sauvages apparentées aux especes cultivées (ex. Wilkes 1977, Altieri et
Merrick 1987). Ceci sous-entend que les paysans puissent manipuler directement les plantes
sauvages ou leurs descendances. Paralléelement, ces auteurs supposent aussi que la sélection
paysanne permet d’introgresser des caractéres d’intérét dans les variétés cultivées. Cependant,
bien que ces idées soient avenantes, notamment pour argumenter en faveur de la conservation
in situ, aucune étude génétique n’a permis de démontrer cette utilisation de la diversité
sauvage par les paysans en agrosystéme traditionnel (Wood et Lenné 1997).

Certes, I’existence d’introgressions de caractéres sauvages dans le compartiment
cultivé a été montrée chez de nombreuses especes cultivées (revue dans Jarvis et Hodgkin
1999), tant chez des allogames (mais, luzerne, betterave, mil, pomme de terre...) que chez
quelques autogames (riz, blé, sorgho, tomate...), a ’aide de marqueurs morphologiques ou
génétiques. Mais le role direct du paysan dans ces introgressions, c’est-a-dire la sélection
consciente de plantes issues de rétrocroisement, suggéré chez quelques plantes (ex. mais, mil,
pomme de terre, choux, riz, revue dans Jarvis et Hodgkin 1999), n’a pas été démontré.

La situation la mieux documentée est celle du mais décrite par Wilkes (1977), sans
que la démonstration soit pour autant concluante. Cet auteur décrit ainsi la culture du mais
dans six régions du Mexique. Dans la plupart des régions, la téosinte (Zea mays spp.
mexicana) est éliminée des champs car les populations locales estiment qu’elle "abime" le
mais cultivé. Cependant, dans la vallée de Nobogame, les paysans cultiveraient des hybrides
téosinte/mais. Dans cette région, la téosinte n’est pas isolée spatialement du mais cultivé et
leurs floraisons sont partiellement synchrones. Il en résulte la formation de plantes
morphologiquement hybrides. Les paysans affirment qu’en cultivant trois ans les plantes
hybrides, ils obtiennent du mais de bonne qualité. Certains paysans pensent méme que les
grains obtenus seraient plus "forts". Ceci sous-entend qu’en trois cycles de rétrocroisements
avec un parent cultivé, le phénotype cultivé serait rétabli avec un avantage lié au génome

sauvage introgressé. Cependant, 1’étude de Wilkes (1977) ne met pas en évidence 1’existence
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de ces plantes introgressées dans le pool cultivé local. En effet, si des hybrides F1 sont
facilement reconnaissables, 1’auteur précise que les rétrocroisements sont difficilement
reconnaissables. Doebley et al. (1987) indiquent par ailleurs que les introgressions de la
téosinte vers le mais sont extrémement réduites. De plus, le gain apporté par les introgressions
potentielles n’est pas démontré. L’existence supposée du flux de genes de la téosinte vers le
mais et de I’avantage que peuvent en tirer les paysans repose donc uniquement sur la base
d’informations ténues sur les perceptions paysannes.

Wood et Lenné (1997) estiment que 1’hybridation naturelle des formes sauvages et
cultivées peut au contraire avoir des effets négatifs, notamment en générant des formes
adventices hybrides et en introgressant dans les formes cultivées des caracteres délétéres. Au
Niger, par exemple, la présence de formes adventices dans les champs concurrence la
production de mil. La proximité des formes sauvages, les fortes possibilités d’hybridation et
I’impossibilité des paysans de sélectionner correctement leurs semences (faible production,
achat de semences non controlées) conduisent au maintien des formes adventices et seraient

une menace pour I'intégrité des variétés cultivées (Robert et al. 2004).

C. Le cas des plantes cultivées a multiplication végétative

En raison du mode de reproduction supposé asexué des plantes cultivées a
multiplication végétative, on attend une structuration génétique forte entre variétés. L’idée
sous-jacente est que, la domestication s’est appuyée sur une large diversité génétique créée
par la reproduction sexuée. Chaque variété aurait ainsi été domestiquée a partir d’un seul
individu, différent d’une variété a ’autre. Les variétés seraient donc composées d’un seul
génotype, a la mutation pres, et seraient trés différentes génétiquement des autres variétés, car
correspondant a des éveénements différents de reproduction sexuée. En I’absence de
régénération de la diversité autre que la mutation, cette diversité créée et mise en culture se

serait progressivement érodée.
On a longtemps considéré que la seule source de diversité chez les plantes a

multiplication végétative était la mutation (Zohary 1984). Comme la mutation ne crée que des

génotypes extrémement proches génétiquement des génotypes d’origine, la diversité
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génétique attendue chez ces plantes est faible. Pourtant différentes études ont mis en évidence
une trés grande diversité génétique chez des plantes cultivées a multiplication végétative (ex.
pomme de terre : Brush et al. 1995, patate douce : Zhang et al. 1998, manioc : Elias et al.
2000, taro : Lakhanpaul et al. 2003, igname : Mignouna et al. 2003), incompatible avec
I’érosion attendue de la diversité d’origine et que la seule accumulation de mutations ne peut
pas expliquer. Cette hypotheése de la création de diversité par la seule mutation est donc
maintenant remise en question, non seulement car de nombreuses especes cultivées par
multiplication végétative ont conservé leur aptitude a se reproduire sexuellement mais aussi
car des études a caractere ethnobotanique suggerent que la reproduction sexuée de ces especes
est utilisée par les paysans et contribuerait ainsi a la diversité des formes cultivées.

Les cas de la pomme de terre et du manioc ont été étudiés a de nombreuses reprises.
Ces deux plantes sont cultivées en agrosystémes traditionnels et sont multipliées par voie
asexuée (plantation de tubercules pour la pomme de terre et de boutures de tiges pour le
manioc). Ces deux plantes ont cependant conservé leur aptitude a se reproduire sexuellement
et sont allogames. Selon Jonhs et Keen (1986), les graines de pomme de terre sont en mesure
de germer dans les champs et les tubercules produits peuvent étre récoltés par les paysans. La
grande diversité morphologique des tubercules et la classification assez imprécise en variété
faciliteraient grandement le mélange de nouveaux tubercules dans les variétés. Quelques cas
ont aussi été rapportés par Jonhs et Keen (1986) et par Quiros et al. (1992) de paysans semant
volontairement des graines de pomme de terre récoltées sur des variétés cultivées. Ce passage
par la sexualité permettrait, selon les paysans, d’assainir les plantes. Ces auteurs concluent
que les paysans introduisent de nouveaux génotypes dans le pool cultivé en utilisant la
reproduction sexuée de la pomme de terre. Chez le manioc, Emperaire et al. (1998) et Elias
(2000) rapportent que le principe de culture sur brilis permet a des banques de graines de
germer dans les nouveaux champs de manioc. Les jeunes maniocs issus de semis ne sont pas
systématiquement ¢éliminés par les paysans: les plantes présentant une morphologie
intéressante sont récoltées et attribuées a une variété proche morphologiquement.

Ces deux exemples suggerent que I’utilisation de la reproduction sexuée par les
paysans est un facteur important a prendre en compte pour comprendre 1’évolution de la
diversité des plantes cultivées a multiplication végétative. En apportant de nouvelles
combinaisons génétiques ou de nouveaux alleles, la reproduction sexuée contribuerait en effet
a la diversification et a I’évolution du pool cultivé. De plus, la mise en évidence de
I’intégration de plantes issues de reproduction sexuée dans les variétés modifie la vision que

I’on avait jusqu’a présent de ces derniéres : au lieu d’étre constituées de quelques génotypes
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dérivant les un des autres par mutation, les variétés sont attendues polymorphes
génétiquement et constituées de génotypes tres différents créés par la reproduction sexuée.
Nous nous sommes intéressés a une autre plante a multiplication végétative, I’igname
(Dioscorea sp.). Bien qu’elle soit une plante alimentaire majeure pour certains pays tropicaux,
I’igname reste encore peu étudiée. Nous allons voir que de nombreuses questions se posent,
tant sur 1’utilisation paysanne de la reproduction sexuée des ignames sauvages et cultivées,

que sur les conséquences de cette utilisation sur la structure génétique des variétés d’ignames.
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ll. L’'igname

L’igname est une monocotylédone de la famille des Dioscoréacées, du genre
Dioscorea. Plus de 600 espéces ont été décrites (Coursey 1976) et vivent essentiellement dans
les pays tropicaux. Les ignames sont des lianes produisant des organes de réserve sous forme

de tubercules ou de rhizomes.

L’igname cultivée produit un tubercule riche en amidon. Par rapport a d’autres plantes
a racines et tubercules (manioc, pomme de terre, patate douce), c¢’est une plante qui permet de
mieux couvrir les besoins énergétiques, ainsi que les besoins en protéines, minéraux et
vitamines (Treche 1998). De ce fait, I’igname fait partie des plantes alimentaires majeures.
D’apreés Collomb (1999 dans Guengant et Banoin 2004), on peut classer les grands régimes
alimentaires mondiaux en trois classes. La premicre est un régime mixte a base de viande, lait
et blé, rencontré essentiellement dans les pays dits industrialisés (Europe, Etats-Unis,
Australie). Le deuxiéme régime est a base de céréales et se divise en riz, mais, blé et
mil/sorgho (essentiellement les pays d’Asie, d’Amérique centrale et du sud, d’Afrique du
nord/Moyen Orient, d’Afrique sahélienne respectivement). Le troisiéme régime est a base de
plantes a multiplication végétative (igname, manioc, tarot et plantain) et se rencontre quasi
exclusivement en Afrique tropicale (Figure 2).

L’Afrique, particulierement I’Afrique de 1’Ouest, représente plus de 95% de la
production mondiale d’igname (pres de 40 millions de tonnes, FAOSTAT 2005). En Afrique
I’igname est la deuxieéme plante a racines et tubercules produite, derri¢re le manioc, et prés de
70% de la production est assurée par le Nigeria. L’espéce principalement cultivée est D.
rotundata. Les 5% de la production mondiale restants se répartissent entre I’ Asie et ’Océanie,
ou I’espece principalement cultivée est D. alata, et I’ Amérique tropicale, ou ’espece cultivée

est D. trifida.

Les climats tropicaux présentent une alternance de saisons seéches et de saisons des
pluies. En saison des pluies, 1’igname utilise les ressources emmagasinées dans le tubercule
pour produire une liane volubile qui lui permet d’atteindre la canopée (Zinsou 1998). Durant
la saison de végétation, un nouveau tubercule est produit. Certaines espéces, comme D.
bulbifera, produisent aussi des petits tubercules aériens nommés bulbilles. A la fin de la

saison des pluies, 1’appareil aérien meurt et c’est sous forme de tubercules dormants que
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Océanie :
consommation
moyenne a

importante

.Consommation importante (>20kg/habitant/an)
.Consommation moyenne (de 5 a 20kg/habitant/an)
|:| Consommation faible (<5kg/habitant/an)

Figure 2. Répartition des pays consommateurs d’igname (d’apres Bricas et Attaie 1998).
Les 15 pays a consommation importante d’igname représentent environ 205 millions
d’habitants et les 16 pays a consommation moyenne environ 208 millions d’habitants
(FAOSTAT 2005). Les plus gros consommateurs d’igname sont en Afrique, bien qu’on
trouve aussi des consommations fortes dans certains pays des Caraibes ou de I’Océanie.
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I’igname passe la saison séche. Le retour des pluies permet ensuite la germination des
tubercules. La plupart des espéces, et notamment les especes cultivées, sont annuelles, ¢’est-a-
dire qu’un nouveau tubercule est formé chaque année.

Les différentes espéces d’igname sont obligatoirement allogames car dioiques.
Quelques rares cas de moncecie ont été¢ rapportés, mais ils ne concernent jamais tous les
individus d’une espece (Sadik et Okereke 1975a, Dumont 1977). La floraison a lieu durant la
saison des pluies. La pollinisation est assurée par des insectes (Sadik 1977, Segnou et al.
1992). Les graines produites sont ailées et 1égeres et sont dispersées par le vent. La floraison
des especes sauvages est abondante alors que chez les espéces cultivées elle est limitée et
irréguliére. Les especes cultivées sont multipliées uniquement par voie asexuée, en utilisant
des fragments de tubercules.

Les différentes espeéces d’igname ont ¢été caractérisées par trois nombres
chromosomiques, x=9, x=10 et x=12 (Miege 1954). A part quelques especes tempérées
diploides, toutes les especes d’igname sont considérées comme polyploides. Les niveaux de
ploidie varient de 4x a 12x et on trouve des séries polyploides dans certaines especes (par

exemple, 4x, 6x, 8x, 10x pour D. bulbifera).

A. L’igname en Afrique de I’Ouest

L’igname est consommée dans la plupart des pays de 1I’Afrique de ’Ouest mais ne
constitue la base de ’alimentation que dans une région appelée "Yam zone" ou "Civilisation
de I'igname" (Ayensu et Coursey 1972, Coursey 1976) (Figure 3). Cette dénomination
s’oppose aux pays de la "Civilisation du riz" ou le régime alimentaire repose sur la
consommation de riz (Coursey 1976). Selon cet auteur, ’exploitation des ignames sauvages
aurait commencé avec la maitrise du feu et le développement d’outils permettant d’extraire les
tubercules du sol. L’exploitation des formes sauvages se serait accompagnée de rites et de
protections des plantes. La mise en culture de I’igname serait apparue vers 3000 ans avant JC,
cependant I’absence de données archéologiques ne permet pas une datation précise (Coursey

1976).
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Figure 3. Aire de la "Yam zone" (d’aprés Coursey 1976).

Il s’agit d’une zone tres limitée en Afrique, représentée en grisé, correspondant aux régions ou
I’igname est la base de I’alimentation. Dans les régions plus a I’est ou a l'ouest, la
consommation d’igname est forte (Figure 2) mais 1’igname ne représente pas la plante

alimentaire de base.
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1. Quelques aspects culturels sur I'igname en Afrique

L’igname est a la base de I’alimentation dans les zones rurales de la "Yam zone". Elle
est essentiellement cultivée pour 1’autoconsommation mais elle reste un met de choix pour les
populations urbaines. Par rapport a des plantes amylacées comme le manioc, la banane
plantain, le riz ou le mais, ’igname est un produit relativement cher et moins disponible sur
les marchés urbains. Cependant, I’attachement culturel des populations ouest-africaines a
I’igname est important : I’igname est ancrée dans les habitudes alimentaires et constitue un
marqueur d’identité de certaines populations (Bricas et Attaie 1998).

Les formes de consommation de I’igname ne sont pas trés diverses. Le plat le plus
apprécié est le foutou. 11 s’agit de faire bouillir I’igname et de la piler pour obtenir une pate
¢lastique et consistante (Figure 4). La préparation du foutou est laborieuse et contraignante
mais une bonne ménagere se doit de savoir piler I’igname. Toutes les variétés ne sont pas
adaptées a cette forme de préparation, préparer le foutou a partir d’une variété peu adaptée est
d’ailleurs un test utilisé dans le nord du Bénin pour savoir si une jeune fille est bonne a marier
(Baco 2000). Dans les villes, I'utilisation de tubercules frais, nécessaires pour la préparation
du foutou, est limitée par leurs colits élevés (cout de stockage et de transport, difficulté¢ de
conservation). En conséquence, 1’utilisation de cossettes d’igname (Figure 4) se développe.
Les cossettes d’igname sont obtenues en faisant sécher des morceaux de tubercules précuits.
Réduites ensuite en farine, les cossettes d’igname sont utilisées pour préparer ’amala, pate
¢lastique équivalente au foutou mais préparée a partir d’igname séchée. L’amala est plus
facile a préparer que le foutou et surtout moins cher et se généralise dans les villes (Bricas et
Attaie 1998). L’igname peut aussi étre consommée simplement bouillie, en ragoft, frite ou
grillée. Cependant, ces formes de consommation ne sont pas aussi appréciées que les pates
d’igname, que ce soit en milieu rural ou urbain. Dans le nord du Bénin, les paysans préférent
d’ailleurs jeGiner plutét que de manger I'une de ces trois formes d’igname au repas du soir
(Baco 2000).

Les ignames cultivées et sauvages sont aussi utilisées dans la pharmacopée
traditionnelle pour traiter des maux aussi divers que piqlres, brilures, rhumatismes,

impuissance, épilepsie (Ake Assi 1998).

Au-dela de la simple notion de plante alimentaire, la culture de I’igname posséde une
dimension culturelle et sociale trés importante. Dans le nord du Bénin, les paysans n’hésitent

pas a dire que « sans champ d’igname, vous n’étes pas un paysan ou tu deviens la risée du
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Figure 4. Modes de préparation de I’igname.

Fabrication du foutou a I’Université d’Abomey-Calavi (Cotonou). L’igname est bouillie puis
pilée dans un mortier avec de 1’eau chaude (a) pour obtenir une pate consistante et €élastique
(b). (c) Séchage de petits tubercules d’ignames en vue de la fabrication de cossettes d’igname
séchée. (Photos a et b : S. Tostain).
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village » (Baco 2000). Le statut social des paysans dans le village dépend beaucoup de leurs
productions d’igname. Un paysan dont les stocks d’igname viennent a s’épuiser sera
rapidement considéré comme un paresseux et un affamé et on refusera le mariage avec sa
famille. Au contraire, un paysan qui produit beaucoup de variétés et en grande quantité pourra
se permettre de donner des tubercules, ce qui renforcera sa position sociale.

Méme si les traditions et les croyances se perdent, la culture de I’igname reste encore
associée a des rites et coutumes particuliers. Au Bénin, les paysans hésitent a partager leurs
connaissances et leurs savoir-faire. Ils cultivent souvent 1I’igname dans des champs trés
¢loignés des habitations pour éviter d’éventuels envoltements qui limiteraient leurs
rendements (Baco 2000). Au Cameroun (Seignobos 1992), les vols de tubercules sont des
actes trés graves qui nécessitent des sacrifices pour calmer les esprits des ancétres du
propriétaire. Auparavant, la consommation de 1’igname nouvelle était strictement interdite
tant que des offrandes rituelles n’avaient pas été faites aux ancétres. Ces offrandes se faisaient
au cours d’une cérémonie nommée "Féte de ’igname". En Cote d’Ivoire par exemple (Perrot
1998), le passage a la nouvelle année (selon le calendrier local) était marqué par une grande
cérémonie de huit jours terminée par une offrande d’igname nouvelle aux ancétres. C’est
seulement apres cette cérémonie que chacun était autorisé a consommer 1’igname. Cependant,
si dans certaines régions des cérémonies abrégées existent encore, la "Féte de I’igname" a
perdu son caractére sacré et aujourd’hui plus personne ne I’attend pour consommer 1’igname

(Perrot 1998).

2. Les espéces cultivées et leur classification

Plusieurs espéces d’ignames sont cultivées en Afrique de I’Ouest (Tableau 1). La plus
importante est I’espéce africaine D. rotundata. On trouve aussi d’autres especes globalement
peu représentées mais qui peuvent avoir une importance locale particuliere : D. dumetorum
est une espéce africaine surtout cultivée dans la partie occidentale du Cameroun et D. alata,
une espece asiatique cultivée essentiellement en Cote d’Ivoire. On y trouve aussi des especes
mineures telles que D. cayenensis (origine africaine), D. bulbifera (origine africaine et/ou
asiatique) et D. esculenta (origine asiatique). Certaines de ces espéces existent a 1’état sauvage

(D. bulbifera, D. dumetorum), les autres espéces n’existent qu’a I’état cultivé.

Les espéces nommées ici D. cayenensis et D. rotundata posent un probléme

taxonomique depuis de trés nombreuses années. Deux especes ont été décrites a 1’origine, D.
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Nombre
Espece Statut Origine chromosomique | Niveau de ploidie | Référence
de base
Zoundjihekpon et al. 1990
D. rotundata Cultivé Afrique x=10 4x Hamon et al. 1992a
Dansi et al. 2001
Zoundjihekpon et al. 1990
D. cayenensis | Cultivé Afrique x=10 4x, 6%, 8x Hamon et al. 1992a
Dansi et al. 2001
. Cultivé et | Afrique _ Migge 1954
D. bulbifera sauvage ct/ou Asie | X~ 9et10 4x, 6x Hamon et al. 1992a
D. dumetorum Cultivé et Afrique x=9 4x, 5%, 6x Miége 1954
sauvage
., . . Miege 1954
D. alata Cultivé Asie x=10 4x, 6%, 8x Gamiette ot al. 1999
D. esculenta Cultivé Asie x=10 4x, 6x Micge 1954

Hamon et al. 1992a

Tableau 1. Caractéristiques des principales especes d’igname cultivées en Afrique.

Les ignames cultivées en Afrique de I’Ouest ont une origine africaine ou asiatique et certaines
se rencontrent aussi a I’état sauvage. Pour chaque espéce, le nombre chromosomique de base,
le niveau de ploidie, ainsi que les principales références ou sont mentionnés les niveaux de
ploidie de ces espéces, ont été notés. Nous verrons dans ce travail que ces caracteéres

cytogénétiques doivent étre révisés.
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cayenensis en 1789 par Lamarck et D. rotundata par Poiret en 1813. Les descriptions
suivantes ont souvent semé la confusion. Burkill (1921), considére deux espéces, D.
cayenensis, a chair jaune, et D. rotundata, a chair blanche. Cependant, certains auteurs (dont
Burkill en 1939) considérent une seule espece, D. cayenensis (Chevalier 1936, Miege 1952),
D. rotundata n’étant qu’une sous-espece ou une variété. Le méme Burkill (1960) considére a
nouveau deux especes, tout comme Ayensu (1972) et Coursey (1976). En 1977, Dumont
estime qu’il n’est pas nécessaire de séparer les deux especes car il n’y a pas de barrieres
génétiques entre elles. Selon cet auteur, ces deux espeéces sont morphologiquement
différentes, bien que trés polymorphes, mais le doute demeure car de nombreux phénotypes
intermédiaires restent difficiles a classer (Hamon 1987).

Devant ce probleme de définition, la dénomination D. cayenensis-D. rotundata est
proposée lors d’un séminaire au Cameroun en 1978 (Miege et Lyonga 1982). Elle est adoptée
par plusieurs auteurs (ex Hamon et al. 1997, Dansi et al. 2000a, Dumont et Vernier 2000).
Cependant, certains auteurs conservent la terminologie D. rotundata et D. cayenensis (ex.
Terauchi et al. 1992, Vernier et al. 2003).

Le probléme que pose la définition de ces deux espéces est li€¢ a nos lacunes sur

I’histoire de ces especes ainsi qu’a leur grande diversité morphologique.

Plusieurs auteurs ont eu recours aux marqueurs moléculaires pour essayer de lever
cette ambiguité en analysant I’origine génétique de D. cayenensis et D. rotundata.

Hamon (1987) se base sur des isozymes et des caractéres morphologiques pour définir
deux classes dans le complexe D. cayenensis-D. rotundata. La premicre classe contient des
variétés a 40 chromosomes qui proviendraient de D. abyssinica et D. praehensilis. La
deuxiéme classe correspond a des variétés a 60 et 80 chromosomes qui proviendraient des
especes D. burkiliana et D. mangenotiana ou d’hybridations entre ces espéces et D.
abyssinica et D. praehensilis (Figure 5). Cependant, ces deux classes telles qu’elles sont
définies par Hamon (1987) et Zoundjihékpon (1993) correspondent 1'une a D. cayenensis (60
et 80 chromosomes, chair jaune), 'autre a D. rotundata (40 chromosomes, chair blanche).

Terauchi et al. (1992) montrent par marqueurs chloroplastiques et ribosomiques que
les profils obtenus chez D. rotundata sont identiques a ceux de D. abyssinica, D. praechensilis
et D. liebrechtsiana, ce qui indiquerait que D. rotundata proviendrait d’une de ces especes ou
d’hybridations entre ces espéces. Par contre une partie du génome de D. cayenensis est
identique a D. abyssinica, D. praehensilis et D. liebrechtsiana, et I’autre a D. burkiliana, D.

minutiflora, D. smilacifolia et D. togoensis (Figure 5). En d’autres termes, les deux especes D.
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D. abyssinica
D. praehensilis
D. liebrechtsiana

D. rotundata
4x

D. burkiliana
D. minitiflora
D. smilacifolia
D. togoensis

D. abyssinica

.

X

v

v

D. cayenensis
4x, 6%, 8x

A. selon Terauchi et al. (1992)

D. burkiliana

D. praehensilis — X — D. mangenotiana
Autres ?
v v
4x 8x 6x

D. cayenensis-D. rotundata

B. selon Hamon (1987)

Figure 5. L’origine des espéces cultivées D. rotundata et D. cayenensis selon Terauchi et al.
(1992) et Hamon (1987).
Les données chloroplastique et ribosomique obtenues par Terauchi et al. (1992) (A) indiquent
que les deux especes D. rotundata et D. cayenensis proviendraient de la domestication
d’especes sauvages différentes. Selon Hamon (1987) (B) il ne convient pas de différencier ces
deux espéces. Des données obtenues par isozymes lui permettent de supposer que le complexe
D. cayenensis-D. rotundata a une origine pluri-spécifique.
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rotundata et D. cayenensis ne proviendraient pas des mémes espéces sauvages. Cette
hypothése semble se confirmer par les résultats de Tostain et al. (en préparation). Ces auteurs
ont en effet analysé la diversité génétique des variétés cultivées au Bénin a I’aide de
microsatellites nucléaires. Parmi les échantillons, ceux correspondant a I’espéce D. cayenensis

apparaissent tres différents génétiquement de ceux appartenant a I’espéce D. rotundata.

Pour résumer, les caractéristiques de ’espeéce D. rotundata sont homogenes. Cette
espece regroupe des variétés a chair blanche et a 40 chromosomes qui proviendraient de la
domestication de D. abyssinica et/ou D. praehensilis. Les caractéristiques de I’espece D.
cayenensis sont hétérogénes. On trouve en effet des variétés a chair jaune et a 60 et a 80
chromosomes. Selon les modéles proposés (Terauchi et al. 1992, Hahn 1995, Hamon et al.
1997), ces variétés proviendraient de la domestication des especes D. burkiliana, D.
minutiflora, D. smilacifolia, D. mangenotiana et/ou D. togoensis ou de I’hybridation de ces
especes avec D. abyssinica et D. praehensilis.

Il nous semble donc que les especes sont génétiquement différentes car elles n’ont pas
le méme nombre de chromosomes et n’auraient pas la méme histoire évolutive, bien que
morphologiquement il soit parfois difficile de les distinguer. Dans ce document, nous avons

o e « 1 N .1
donc choisi de considérer les deux especes D. rotundata et D. cayenensis .

3. Dioscorea rotundata, principale espéce cultivée

D. rotundata, I’espéce majoritairement cultivée en Afrique, est une espece a 40
chromosomes. La trés grande diversité morphologique rencontrée chez cette espéce (Hamon
et al. 1986) rend difficile une description sommaire. La Figure 6 donne une idée de la
variabilité qui existe aussi bien au niveau aérien que souterrain. Cette grande diversité
morphologique est associée a une profusion de dénominations vernaculaires. Au Bénin, Baco
(2003) a répertorié 112 noms différents dans seulement 4 villages et Dansi et al. (1999)
dénombrent plus de 300 noms différents pour seulement 10 ethnies. Bien sir, I’existence de

synonymie augmente sans doute artificiellement la diversité percgue.

"Loarticle accepté dans Genetic Resources and Crop Evolution (Chapitre II) fait référence au complexe D.
cayenensis-D. rotundata. Cet article a en effet été rédigé plus tot, au début de cette thése, avant que nous
adoptions la notation de deux espéces séparées. Néanmoins, 1’échantillonnage ne contenant que des variétés

appartenant & D. rotundata, le lecteur pourra considérer qu’on parle de D. rotundata.
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Figure 6. Illustration de la diversité rencontrée chez I’espece cultivée D. rotundata.
Les photos a a d représentent les tubercules et e a i I’appareil aérien. (Photos d a i: S.
Tostain).
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Les variétés d’ignames sont soit males soit femelles (Figure 7), mais on peut observer
quelques variétés meélangeant des plantes males et des plantes femelles. Différentes
observations indiquent un sex-ratio biaisé¢ en faveur des males, de ’ordre de 3:1 (Dumont
1977, Zoundjihekpon et Dansi 1998). On trouve aussi dans certaines variétés de rares pieds
monoiques, c’est-a-dire des plantes portant des fleurs males et des fleurs femelles séparées
(Sadik et Okereke 1975a, Dumont 1977). Les données concernant la floraison et la
fructification sont généralement limitées a trés peu de variétés et sont parfois contradictoires.
La floraison et la fructification sont dépendantes de la variété analysée mais aussi de certains
facteurs environnementaux et physiologiques (sol, luminosité, pluviométrie, date de
plantation, fragment du tubercule utilisé pour obtenir la plante, nombre d’années de culture
successive, obtention d’une plante directement a partir d’'une graine, etc.) (Sadik et Okereke
1975a, Dumont 1977, Zoundjihekpon 1993, Zoundjihekpon et Dansi 1998). Dans tous les cas,
les floraisons et les fructifications obtenues en stations expérimentales sont peu abondantes et
irrégulieres (Sadik et Okereke 1975b, Segnou et al. 1992, Zoundjih¢kpon et Dansi 1998).
Différents auteurs supposent que le peu de fructification observé est dii @ un manque de
synchronisation des floraisons males et femelles (Ayensu et Coursey 1972, Segnou et al.
1992). Cependant, d’autres études suggerent que cette absence de synchronisation est
¢galement dépendante des variétés (Zoundjihekpon et al. 1997).

Toutes les variétés peuvent étre classées en deux grands groupes: les ignames
précoces et les ignames tardives. Les ignames précoces achévent leur tubérisation rapidement,
en 8 mois environ, et produisent généralement un ou deux gros tubercules. Les ignames
tardives produisent généralement de nombreux petits tubercules a la fin du cycle de
végétation (environ 12 mois). Tostain et al. (en préparation) ont montré que la diversité
génétique des ignames du Bénin se structure selon la précocité des variétés. Les variétés
tardives, moins nombreuses que les variétés précoces, sont aussi moins diversifiées et se
différencient génétiquement des variétés précoces. Dumont (1977) a aussi rapporté la plus
faible diversité morphologique des variétés tardives. De plus, Dumont (1977) et Tostain et al.
(en préparation) ont noté que les variétés tardives ne comportent que des individus males,
tandis que les variétés précoces comportent des individus males, femelles, et parfois

monoiques.
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Figure 7. Fleurs et fruits observés chez D. rotundata.
Floraison male (a), femelle (b) et fructification (c) observée chez I’igname cultivée D.
rotundata. (Photos a a ¢ : S. Tostain).
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4. Le systéme de culture

Au Bénin (région nord, centre et sud, respectivement Baco 2000, Okry 2000 et
Houemassou Bossa 2001), I’igname est toujours la premiére plante cultivée dans un champ.
Les champs sont installés aprés défrichement de parcelles de savanes ou de parcelles en
jachere depuis longtemps (10 a 15 ans). L’igname est une plante exigeante qui demande des
sols riches, légers et bien drainés. Les paysans privilégient donc des sols riches, caractérisés
par la présence d’une végétation dense.

La parcelle est tout d’abord défrichée puis labourée. Les arbres présents sont tués en
les faisant briiler a la base (écobuage) mais ne sont pas enlevés du champ : ils serviront de
tuteurs naturels. Les paysans mettent ensuite en place des buttes de terre (Figure 8). La
plantation de 1’igname dans des buttes permet aux tubercules de se développer dans une terre
meuble et riche, sans obstacle a leur croissance. Elle permet aussi une récolte moins
laborieuse car le paysan n’a pas a creuser le sol mais simplement a éventrer les buttes. La
taille des buttes dépend des régions. Les grandes buttes sont coliteuses en énergie mais
limitent les problémes d’inondations en saison des pluies. Les paysans confectionnent en
moyenne 6000 a 8000 buttes par hectare, les champs variant de moins de 0,25ha en moyenne
au sud du Bénin (région peu productrice) a prés de 1,25ha en moyenne au nord du Bénin
(région tres productrice en igname).

Aux mois de janvier/février, les tubercules qui servent de semence sont placés dans les
buttes. Différents types de semences sont utilisés. Pour les ignames donnant beaucoup de
petits tubercules, un tubercule entier est planté par butte. Dans le cas des variétés donnant peu
de gros tubercules, le paysan est obligé de couper les tubercules en morceaux et de planter
chaque morceau dans une butte différente. Afin de pouvoir planter tout son champ, le paysan
doit utiliser en moyenne de 20 a 30% de sa récolte précédente. Les méthodes de plantation
différent selon les régions, mais dans tous les cas, un coussinet de paille est placé sur le
sommet des buttes pour éviter que le soleil desseéche les semences (Figure 8). Le champ est
habituellement désherbé plusieurs fois au cours de ’année, le rendement en tubercules étant,
d’apres les paysans, affecté par la présence d’adventices. Selon les régions, les ignames sont
ou ne sont pas tuteurées. Le début de la saison des pluies entraine la germination des

tubercules, le développement de I’appareil aérien et la formation de nouveaux tubercules.

La récolte des tubercules dépend du cycle des variétés. Les ignames précoces peuvent

étre récoltées de juin a octobre. Les premiers tubercules récoltés sont utilisés exclusivement
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Figure 8. Champs d’ignames cultivées.

Buttes de terre dans un champ d’igname prét a étre mis en culture, en décembre au nord du
Bénin (a). Un morceau de tubercule sera placé dans chaque butte et un coussinet de paille sera
posé sur chaque butte pour protéger le tubercule du soleil (b). Champ d’igname en aofit (c)
pendant la saison de végétation. La culture se fait sans tuteur ce qui donne I’impression que
les lianes sont rampantes. Au dernier plan, on distingue la savane arborée qui borde les
champs. Dans cette savane, on trouve des ignames sauvages D. abyssinica. (Photos aetb : S.
Tostain).
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pour la consommation. Les paysans veillent a laisser la partie supérieure du tubercule et
I’appareil végétatif dans la butte. De cette facon, la plante est en mesure de produire un
nouveau tubercule. Les seconds tubercules, plus petits, sont récoltés a la mort de la plante, en
novembre/décembre et servent de semences pour I’année suivante. Cette pratique est nommée
double récolte. Elle permet un approvisionnement précoce et régulier en tubercules mais elle
est délicate a réaliser. Il faut en effet avoir une bonne connaissance de la période propice a la
premiére récolte sous peine de tuer la plante. Les ignames tardives sont récoltées uniquement
en novembre/décembre et servent soit comme semences soit pour la consommation. Certaines
variétés, dites intermédiaires, peuvent étre indifféremment récoltées une ou deux fois. Si une
variété précoce peut étre récoltée une seule fois, une variété tardive ne peut pas étre récoltée
deux fois.

Suite a cette premiére saison de culture, le champ est cultivé avec d’autres plantes,
généralement du coton ou du mais. Ce type de culture est particuliecrement défavorable a la
survie des ignames cultivées qui pourraient repousser dans le champ si des fragments de
tubercules ont été laissés dans les buttes. Dans le nord du Bénin, certains paysans nous ont
d’ailleurs dit arracher les ignames qui poussent spontanément la deuxi¢éme année car elles

sont de mauvaise qualité.

5. Les espéces sauvages

On trouve de trés nombreuses especes sauvages d’igname en Afrique de I’Ouest,
parmi lesquelles D. abyssinica, D. praehensilis, D. bulbifera, D. togoensis, D. dumetorum et
D. burkiliana (Hamon et al. 1995). D’aprés les études génétiques réalisées par Hamon (1987)
et Terauchi et al. (1992), c’est a partir de D. abyssinica et D. praehensilis que D. rotundata a

¢té domestiquée. C’est donc a ces deux especes que nous allons nous intéresser ici.

D. abyssinica est une espece a 40 chromosomes qui se rencontre dans des savanes
arborées d’Afrique de 1I’Ouest (Figure 9). C’est une espéce annuelle qui forme un a plusieurs
tubercules digités (Figure 10). La floraison et la fructification sont abondantes.

D. praehensilis est une espéce a 40 chromosomes qui se rencontre dans des foréts
denses et humides d’Afrique de 1I’Ouest (Figure 9). C’est une espeéce annuelle caractérisée par
la présence d’épines sur la tige et sur les racines qui forment une couronne au sommet du

tubercule (Figure 11). La floraison et la fructification sont abondantes.
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Aire de répartition de
[] D.abyssinica
[[] D. praehensilis

Figure 9. Répartition des deux especes sauvages D. abyssinica et D. praehensilis en Afrique
de I’Ouest (d’apres Tostain et Dainou 1998).
On note I’existence d’une zone de sympatrie entre les deux especes.

Figure 10. D. abyssinica
Morphologie de deux types de tubercules de D. abyssinica (a) et fructification abondante
observée en décembre pendant la saison seche (b).

Figure 11. D. praehensilis
Couronne d’épines protégeant un tubercule de D. praehensilis encore en terre (a) et ce
tubercule une fois sorti de terre (b).
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Ces deux especes sont différentes morphologiquement et écologiquement. Des
marqueurs peu polymorphes les différencient mal (Hamon 1987, Terauchi et al. 1992) alors
que des marqueurs trés polymorphes (AFLP) permettent de les distinguer génétiquement
(Tostain et al. 2002). En plus d’une différence interspécifique, Tostain et al. (2002) ont mis en
¢vidence des différences intra-spécifiques. Des échantillons de D. abyssinica ont été prélevés
a louest et au centre de l’aire de répartition de I’espeéce (respectivement Guinée et
Togo/Bénin), et les échantillons de D. praehensilis a I’ouest (Guinée), au centre (Togo/Bénin)
et a I’est (Cameroun) de I’aire de répartition de 1’espéce (Figure 9). Pour chaque espéce, les
résultats indiquent une différence génétique forte entre les échantillons est, centre et ouest,

traduisant une structuration géographique.

Les champs d’igname cultivée sont la plupart du temps a proximité de zones ou vivent
des ignames sauvages. Au Bénin, on ne trouve plus de D. praehensilis que dans des foréts
sacrées ou classées qu’il est interdit de détruire. Cependant, la pression fonciére est forte et les
champs d’igname se retrouvent souvent a proximité des foréts. Les savanes ou croit D.
abyssinica n’ont pas ce caractére sacré et des parcelles sont défrichées au cceur des savanes
pour y installer les champs. Les champs sont donc bordés de savanes et de D. abyssinica. La
proximité spatiale et la nature dioique des espéces sauvages et cultivées sont & méme de
favoriser la formation d’hybrides interspécifiques. Lors d’une expérimentation,
Zoundjihekpon et al. (1994) ont mis en évidence un cas d’hybridation entre I’espece cultivée
D. rotundata et ’espéce sauvage D. praehensilis. Cependant, on ignore s’il se forme
spontanément et couramment des hybrides entre les espéces sauvages et cultivée en

conditions naturelles.

6. Niveau de ploidie des ignames ouest africaines

De nombreuses études de comptages chromosomiques ou de cytométrie en flux ont été
réalisées pour déterminer le niveau de ploidie des ignames africaines (ex Miege 1952,
Zoundjihekpon et al. 1990, Hamon et al. 1992a, Gamiette et al. 1999, Dansi et al. 2000c et
2001).

Ces études ne s’accordent pas toujours sur le nombre de chromosomes de certaines
espéces, mais de fagon générale, on trouve en Afrique des ignames dont le nombre

chromosomique de base est x=10 (ex. 40, 60, 80 chromosomes) et des ignames dont le
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nombre chromosomique de base est x=9 (ex. 36, 54, 72 chromosomes). Les ignames
africaines sont toutes considérées polyploides.

La détermination du nombre chromosomique de base des ignames est basée sur
I’existence d’especes d’ignames européennes et asiatiques a 20 chromosomes, par exemple D.
tokoro, D. gracilliama et D. nipponica en Asie et D. balcanica et D. caucasica en Europe
(Miege 1952). Les nombres chromosomiques de base de 9 et 10 sont trés largement acceptés
et toutes les études qui cherchent a déterminer le niveau de ploidie d’une espéce se basent sur
ces chiffres (ex. Miege 1952, Zoundjihékpon et al. 1990, Hamon et al. 1992a, Gamiette et al.
1999, Dansi et al. 2000c et 2001).

Pourtant, I’analyse par isozymes d’une descendance d’igname cultivée D. rotundata a
40 chromosomes montre une ségrégation de type diploide (Dainou et al. 2002). Ces auteurs
suggerent que le nombre chromosomique des espéces considérées a x=10 pourrait étre en
réalité x=20. De plus, des descendances controlées analysées par isozymes (Zoundjihekpon et
al. 1994) et AFLP (Mignouna et al. 2002) indiquent aussi des ségrégations de type diploide.
Ces deux derniéres équipes n’ont cependant pas utilisé leurs résultats pour discuter du niveau

de ploidie de I’igname.

Des ¢études plus approfondies sont nécessaires pour clarifier ce probléme du niveau de
ploidie des ignames africaines. La connaissance du niveau de ploidie des ignames a des
conséquences directes pour le travail des sélectionneurs, et, en ce qui nous concerne, sur les
analyses génétiques que nous pourrons réaliser. La premicre partie de notre travail consistera
donc a étudier le niveau de ploidie des ignames cultivée (D. rotundata) et sauvages (D.

abyssinica et D. praehensilis).

B. Gestion paysanne, reproduction sexuée et diversité de

Iligname cultivée D. rotundata

On a longtemps considéré que, I’igname étant multipliée asexuellement, les variétés
devaient toutes étre monoclonales, ou dans le pire des cas constituées de clones extrémement
proches génétiquement et reliés par des évenements de mutations. Une telle idée ne prenait

pas en compte deux points importants : (1) de par leur gestion variétale, les paysans ne sont
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pas forcément en mesure de conserver la monoclonalité des variétés et (2) si des pratiques
paysannes particuliéres sont en mesure d’introduire des produits de reproduction sexuée, les

variétés devraient étre polyclonales et constituées d’individus trés différents génétiquement.

1. Concept de variété chez I'igname

Avant de parler de diversité des variétés d’igname, il faut définir le terme variété. En
effet, le concept de variété varie selon le point de vue considéré. Pour un améliorateur, une

1

variété est "une population artificielle a base génétique étroite, de caractéristiques
agronomiques assez bien définies et reproductible de fagon plus ou moins stricte selon un
mode de production déterminé" (Gallais 1989).

En agrosysteme traditionnel, les paysans définissent leurs variétés selon des criteres
qui leurs sont propres. Le terme variété correspond alors au terme /andrace défini par Harlan
(1975) : "Landrace populations are often highly variable in appearance, but they are each
identifiable and wusually have local names. A landrace has particular properties or
characteristics. Some are considered early-maturing and some late. Each has a reputation for

adaptation to particular soil type [...]. They may also be classified according to expected

usage [...]. Genetic variation within a landrace may be considerable."

Dans cette thése, nous avons considéré une variété comme I’ensemble des tubercules
auxquels les paysans attribuent le méme nom et qu’ils gérent comme une méme unité. Nous
nous placons donc du point de vue du paysan, ou du gestionnaire de ressources génétiques

confronté aux dires paysans.

Devant la grande diversité morphologique des variétés d’ignames (ex. Hamon et al.
1986, Dansi et al. 1999, 2000a et 2000b) et la profusion de noms vernaculaires
potentiellement synonymes, de nombreux auteurs ont tenté de définir des groupes variétaux,
c’est-a-dire des groupes comprenant plusieurs variétés, dont la diversité morphologique intra-
groupe est toujours inférieure a la diversité morphologique intergroupe (ex. Hamon et al.
1986, Hamon 1987, Dansi et al. 1999). On retrouve le méme effort de simplification en
Océanie (Malapa 2005). La plupart des groupes variétaux sont hétérogénes
morphologiquement et génétiquement. Ces groupes varié¢taux ont ’avantage de faciliter
I’identification sur le terrain par les scientifiques et d’éviter les problémes de synonymie.

Cependant, ces groupes renferment des variétés que les paysans distinguent clairement. 11 faut
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tout de méme noter que, comme aucune étude n’a été réalisée a ce sujet, on ignore si la
classification paysanne reconnait des groupes de variétés (en dehors des groupes ‘précoce’ et
‘tardif’) et si ces groupes correspondent ou non aux groupes variétaux définis par les
chercheurs.

La diversité génétique n’a pas été étudiée au niveau variétal tel que nous I’avons défini
ici. Seules des études au niveau des groupes variétaux ont été réalisées (ex. Hamon et al.
1986, Hamon 1987, Dansi et al. 1999). Or, il est important de comprendre comment se
structure la diversité génétique des ignames cultivées au niveau variétal. La variété est en effet
I’¢lément de base de la gestion paysanne : chaque variété est clairement identifiée par les
paysans et c’est la variété qui fait ’objet d’achats ou d’échanges.

En Afrique de I’Ouest, les trés nombreuses ethnies cultivant I’igname ont chacune leur
langue et sont donc susceptibles de nommer différemment une méme variété. Baco (2003) a
pu, a partir d’entretiens de groupe, mettre en évidence des synonymies entre les noms de
variétés données par 4 ethnies du nord Bénin. Par exemple la variété nommée Morokorou par
I’ethnie Bariba est nommée Moroko chez les Gando, Samassi-hé chez les Lokpa et Kokouma
chez les Nagot. Ces problémes de synonymie ne sont pas spécifiques a I’Afrique. Au Vanuatu
(Océanie), Malapa (2005) note que chaque ethnie posseéde sa propre nomenclature. Seules les
variétés étrangéres sont nommées par un nom commun a toutes les ethnies (le nom
d’introduction). L’inverse peut aussi étre vrai et des ethnies différentes peuvent nommer de la
méme fagon des variétés différentes (Jarvis et al. 2000). 11 devient donc délicat d’analyser la
diversité¢ génétique des ignames cultivées car selon I’échelle a laquelle on travaille (paysan,
ethnie, village, région,...), on risque d’obtenir des images trés différentes et des conclusions
contradictoires. Il est indispensable de définir trés clairement I’échelle a laquelle travailler
avant de commencer une étude de la structuration de la diversité des ignames cultivées, tout
en ayant conscience que les résultats obtenus a cette échelle ne seront peut-étre pas

généralisables a une autre échelle.

2. Gestion variétale et structuration génétique

Les paysans cultivent en général plusieurs variétés dans un méme champ. Dans le nord
du Bénin, Baco (2003) recense de 3 a 23 variétés par paysan avec une moyenne de 9 variétés
par paysans. Posséder de nombreuses variétés assure un certain prestige social, mais cela
permet aussi de mieux exploiter I’hétérogénéité des champs (Baco 2000) : des variétés telles

que Kpouna ou Soagona nécessitent des terres riches tandis que des variétés comme
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Bonniwouré ou Tabané se contentent de sols moins fertiles. De plus, chaque variété est plus
ou moins réservée a un usage particulier, ce qui favorise la culture pluri-variétale. Sounou
dourou, par exemple, est utilisée dans les cérémonies nuptiales, Kpanhouri pour les offrandes
aux ancétres. Moroko est appréciée sous forme de foutou tandis que Kokoro est surtout

utilisée pour la fabrication de cossettes d’igname séchée (Baco 2000).

L’identification des variétés par les paysans se fait sur des critéres morphologiques,
phénologiques (durée du cycle) et organoleptiques (Baco 2000), a la fois sur I’appareil aérien
(ex. morphologie des feuilles) et sur le tubercule (ex. forme, chair, gofit). Pourtant
I’identification d’un si grand nombre de variétés n’est pas toujours aisée. Pour éviter les
mélanges, les tubercules ne sont pas disposés au hasard dans le champ. Les paysans essaient
de garantir I’homogénéité des variétés en semant une méme variété dans des buttes
adjacentes. Le début et la fin d’une série de buttes contenant une méme variété sont souvent
indiqués par une plante particuliére (ex. un pied de manioc ou une variété trés différentes
morphologiquement comme une variété de D. alata). Apres la récolte, les tubercules des
différentes variétés sont conservés en tas distincts (Baco 2000, Okry 2000). Cependant, les
paysans ne sont pas a I’abri des mélanges. Lorsqu’ils ne peuvent pas s’occuper eux-mémes de
la récolte ou de la plantation, c’est-a-dire lorsque des jeunes ou des salariés connaissant mal
les variétés y participent, les risques de mélanges augmentent.

L’igname est au cceur d’un réseau important facilitant la circulation des tubercules
entre paysans. En général, le paysan cherche a acquérir une variété qu’il ne possede pas et
recherche des tubercules chez un ou plusieurs paysans différents. Il peut aussi souhaiter
accroitre son nombre de semences. Baco et al. (2004) ont analysé la circulation des tubercules
d’igname dans plusieurs villages du nord du Bénin et notamment dans le village de Gorobani.
Les variétés d’igname circulent entre les paysans principalement par le biais de I’héritage et
des dons de tubercules (79% des cas). L’échange et I’achat sont peu pratiqués. Les flux de
tubercules se font essentiellement entre des paysans d’un méme village, rarement entre des
paysans de villages différents et quasiment pas entre des paysans de régions différentes (>200
km). Le don de tubercules a un aspect social important : il permet de tisser des liens. La
majorité des dons se fait dans le cadre familial (fréres, cousins, oncles, belle famille, 55%) ou
amical (31%). On s’attend donc a ce que cette structuration des flux de tubercules conduise a

une structuration géographique de la diversité génétique des ignames cultivées.
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La monoclonalité¢ des variétés d’ignames n’a ét€¢ remise en cause que récemment.
L’existence de risques de confusions et de mélanges de tubercules différents sous un méme
nom, ainsi que I’existence de flux de tubercules entre les paysans, suggerent que les variétés
pourraient étre polyclonales. De plus, si les paysans sont en mesure d’utiliser la reproduction
sexuée des ignames, alors la diversité attendue dans les variétés est bien plus importante que
si seule la mutation est en jeu. Une partie du travail de thése a donc consisté a analyser la
diversité génétique des variétés d’igname afin de déterminer leur mono- ou polyclonalité et la

nature de la diversité observée (mutation, reproduction sexuée).

3. Reproduction sexuée et ennoblissement : des sources potentielles
de diversité

En culture traditionnelle, les paysans ne récoltent et ne sément jamais les graines
d’igname. Seule la multiplication végétative est utilisée dans la culture de I’igname. Pourtant
la pratique nommée ennoblissement telle qu’elle a été¢ décrite est susceptible de permettre
I’utilisation indirecte de la reproduction sexuée des ignames sauvages. Si elle se vérifie, cette
pratique aurait deux conséquences: elle augmenterait la diversité intra-variétale en
introduisant dans les variétés des individus trés différents génétiquement et elle augmenterait

globalement la diversité du pool d’igname cultivée.

a. La pratique de I'ennoblissement

En Afrique, I'igname sauvage est souvent exploitée par les populations locales.

Plusieurs formes d’exploitations ont été décrites :

- La cueillette consiste simplement a prélever des ignames sauvages pour les
consommer. Cette pratique est plus ou moins courante selon son caractére déshonorant ou non
dans les différentes ethnies mais semble généralisée en Afrique de 1’Ouest. Au centre et au
nord du Bénin (Baco 2000, Okry 2000), la consommation de D. abyssinica est fréquente bien
que mal vue. Considéré comme de la nourriture pour animaux, on dit souvent qu’il faut étre
pauvre ou fainéant pour manger les ignames sauvages. Au contraire, au Ghana, la
consommation de D. abyssinica semble naturelle et n’a pas de caractére déshonorant (Okry
2000). De la méme fagon, au Cameroun, la cueillette de D. burkiliana est couramment

pratiquée aussi bien par les hommes que par les femmes (Dounias 1996).
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- La paraculture (Dounias 1996) consiste a exploiter des ignames sauvages. Elle a été
décrite chez les Pygmées Baka au Cameroun et concerne les espéces sauvages D.
praehensilis, D. semperflorens et D. mangenotiana. Dans ce cas, les paysans récoltent une
partie du tubercule en veillant a replanter la téte du tubercule afin que la plante puisse survivre
et produire de nouveaux tubercules. Ces ignames sont entretenues, protégées et font ’objet
d’une véritable appropriation, mais elles ne sont pas cultivées au sens strict du terme. Des
pratiques similaires ont été rapportées sur d’autres especes sauvages et chez d’autres peuples :
les Chenchus (Inde), les Aborigénes (Australie, D. transversa), les insulaires Andaman
(Philippines, D. glabra), et les Kubu (Sumatra, D. hispida et D. piscatorum) (cité dans
Dounias 1996).

- La protoculture (Chevalier 1936 cité par Dounias 1996 et Seignobos 1998) consiste a
planter des ignames sauvages prés des habitations et a les exploiter. Cette pratique a été
observée pour l’espece D. dumetorum chez les Bondjo d’Oubangui Chari (République
Centrafricaine). Les ignames régulierement exploitées auraient perdu leur toxicité, sans pour
autant se différencier morphologiquement des formes sauvages. Une pratique similaire

concernant D. abyssinica a été décrite au nord Cameroun (Seignobos 1998).

- L’ennoblissement® consiste a replanter des ignames sauvages dans les champs et a
pratiquer différents stress pour que la plante s’adapte aux contraintes de I’agriculture. Cette
pratique est similaire a la protoculture mais il y a cette fois une volonté des paysans de
modifier la morphologie de la plante.

Différentes études ont été réalisées au Bénin et au Nigeria pour comprendre comment
se pratique I’ennoblissement (Dumont 1998b, Baco 2000, Dumont et Vernier 2000, Okry
2000, Houemassou Bossa 2001, Tostain et al. 2003b, Vernier et al. 2003).

La premicre étape est de sélectionner un tubercule spontané. Les paysans se basent
principalement sur des critéres morphologiques. Au nord du Bénin, les paysans recherchent

des plantes a grosse tige, pauvres en €pines, au feuillage dense. Le tubercule doit étre gros,

? La pratique de I’ennoblissement est plus couramment appelée "domestication". Cependant, cette pratique ne
correspond pas a la domestication telle qu’elle est congue habituellement. Le terme domestication sous-entend
généralement une sélection récurrente sur les produits de reproduction sexuée, entrainant des changements
génétiques associés a des changements phénotypiques forts (syndrome de domestication). Dans le cas de la
"domestication" chez I’igname, I’utilisation exclusive de la multiplication végétative laisse penser que des
processus différents sont en oceuvre. Pour éviter toute confusion, nous appellerons cette pratique
"ennoblissement" comme I’ont proposé Mignouna et Dansi (2003).
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lisse et avoir une chair blanche de bon goit (Baco 2000). De fait, plus la plante ressemble
morphologiquement aux ignames cultivées, plus elle a de chances d’étre sélectionnée. D’apres
les différentes études ethnobotaniques, les paysans sélectionnent des tubercules des deux
especes sauvages D. abyssinica et/ou D. praehensilis, selon ’espéce sauvage trouvée dans la
région. Seule la téte du tubercule est collectée puis est plantée en champ dans des buttes
identiques a celles ou sont cultivées les variétés.

Dans le nord du Bénin, I’espece sauvage D. abyssinica est nommée Dika par les
populations locales. L’ennoblissement se nomme Dika gosiyé, littéralement "transformation
du dika". L’objectif du paysan qui pratique I’ennoblissement est donc de « transformer le dika
et obtenir de l’igname (cultivée) » (Baco 2000). Pour obtenir ces modifications, les paysans
stressent les plantes durant tout le processus d’ennoblissement. La pratique la plus répandue
est de récolter deux fois le tubercule, comme pour une igname précoce. Certains paysans
placent un obstacle dans la butte afin de limiter la croissance du tubercule (Figure 12). Selon
les paysans, un seul de ces stress est pratiqué ou bien les deux sont combinés. Les tubercules
soumis a cette phase de stress seront appelés ici tubercules pré-ennoblis. Le tubercule est
stressé ainsi pendant plusieurs années, en moyenne 3 a 6 ans, jusqu’a ce que le paysan estime
que sa morphologie est de type cultivé (Figure 12). Dans ce cas, deux possibilités s’offrent a
lui. Soit le tubercule obtenu ressemble a ceux d’une variété qu’il posseéde, dans ce cas il
mélange le tubercule ennobli aux autres tubercules de la variété et ne le gére plus de facon
indépendante. Soit le tubercule obtenu ne ressemble pas a ceux d’une variété qu’il posséde,
dans ce cas le paysan donne un nouveau nom de variété a partir de ce tubercule, et le gere
donc de fagon indépendante. Si le tubercule ne convient pas au paysan, il est abandonné.

Selon cette description, 1’ennoblissement est une pratique qui n’utilise que la
multiplication végétative et qui conduit a I’introduction de plantes sauvages dans le pool
cultivé. Les ignames sauvages étant produites par reproduction sexuée, 1’ennoblissement
permettrait donc I'utilisation indirecte de la reproduction sexuée des ignames sauvages par les

paysans.

L’utilisation exclusive de multiplication végétative durant I’ennoblissement implique,
en ’absence de mutations somatiques, I’absence de modifications génétiques. Il est donc
¢tonnant de constater que, d’apres les dires paysans, la morphologie des ignames spontanées
change au cours de I’ennoblissement. Chikwendu et Okezie (1989) ont mis en culture des
ignames sauvages de 1’espéce D. praehensilis et ont observé les modifications qui en

résultaient. La simple mise en culture a modifié la morphologie des plantes (perte des épines,
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Figure 12. Illustration des trois étapes de I’ennoblissement.

(a) récolte d’un tubercule spontané, ici un tubercule de D. praehensilis, (b) le tubercule est
stressé durant 3 a 6 ans, par exemple par la pose d’un obstacle qui doit stopper 1’allongement
du tubercule. Le tubercule pré-ennobli présenté ici est un D. abyssinica. (c) selon les paysans,
certains tubercules développent une morphologie de type cultivé et sont alors intégrés dans le
pool cultivé. Les tubercules présentés ici appartiennent a la variété Gban. Les paysans disent
avoir créé cette variété par I’ennoblissement de D. praehensilis. (Photo b : S. Tostain).
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feuilles différentes, plantes plus petites) et a augmenté la quantité d’amidon dans les
tubercules. Dumont et Vernier (2000) notent que les plantes ennoblies retrouvent leur aspect
sauvage dés qu’elles ne sont plus cultivées.

Le processus qui permet d’induire de telles modifications phénotypiques est encore
inconnu. On imagine mal que seules des mutations somatiques puissent expliquer de telles
transformations, surtout si la modification est réversible. On peut supposer que ces
modifications résultent de plasticité phénotypique ou de modifications épigénétiques, mais

aucune étude ne ’a encore démontré.

Les raisons qui poussent les paysans a pratiquer l’ennoblissement sont variées.
Certains affirment que toutes les variétés existent a 1’état sauvage et qu’ils veulent retrouver
des variétés qu’ils ont perdues. D’autres disent que ces ignames ennoblies sont précoces et
permettent de mieux aborder la période de soudure ou les céréales s’épuisent mais ou
I’igname n’est pas encore consommable. Certains ennoblissent car ils manquent de moyens
pour se procurer des semences. Enfin certains agissent ainsi par pure curiosité ou pour
transmettre leurs savoirs aux jeunes (Baco 2000, Okry 2000, Houemassou Bossa 2001).

L’ennoblissement est pratiqué par peu de paysans, de 1 a 5% selon les études (Dumont
1998b, Baco 2000, Okry 2000, Houemassou Bossa 2001). Certains paysans sont rebutés par
le caractere fastidieux et les échecs fréquents de la pratique, mais, dans certaines régions, la
majorité des paysans semblent surtout génés par le caractére déshonorant de la pratique. Au
nord du Bénin par exemple, seuls les grands producteurs d’igname osent ouvertement avouer
pratiquer 1’ennoblissement. Les autres se cachent ou abandonnent pour préserver leur dignité
(Baco 2000). Il est évident qu’une telle situation ne facilite ni 1’identification des paysans

pratiquant I’ennoblissement ni le travail sur le terrain.

b. Etat des connaissances génétiques sur la pratique de I'ennoblissement

D’apres les descriptions données par les études ethnobotaniques, I’ennoblissement est
une pratique qui devrait permettre d’enrichir la diversité génétique du compartiment cultivé.
Pourtant, si de nombreuses études se sont attachées a décrire le processus de
I’ennoblissement, peu d’auteurs ont cherché a vérifier si cette pratique met en jeu des ignames

sauvages et si elle permet I’introduction de génotypes sauvages dans le pool cultivé.
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Pour Dumont et Vernier (2000) et Vernier et al. (2003), il ne fait aucun doute que
I’ennoblissement permet I’intégration réguliere d’ignames des espéces D. abyssinica et D.
praehensilis dans le pool cultivé. Tostain et al. (2003a) ont étudié, avec des marqueurs AFLP,
les relations entre I’espéce cultivée D. rotundata et ’espéce sauvage D. abyssinica. 11 en
ressort que les deux espéces sont bien différentes génétiquement. Si quelques individus pré-
ennoblis se rapprochent génétiquement de I’espéce sauvage, un seul présente un génotype
sauvage. Bien qu’on ignore si les especes sauvages et cultivée s hybrident spontanément, la
position de ces individus suggere qu’il s’agisse d’hybrides interspécifiques. Cependant, la
majorité des individus pré-ennoblis semblent appartenir & I’espece cultivée. Ce résultat n’est
pas incohérent car les différentes études ethnobotaniques indiquent que les paysans récoltent
souvent les ignames a ennoblir dans des anciennes jachéres ou pourraient survivre des
échappés de culture. De plus, les résultats ne montrent aucun individu du pool cultivé avec un
génotype sauvage. Cette étude présente deux problémes : I’échantillonnage ne contient pas de
variétés décrites comme issues de ’ennoblissement et I’utilisation d’AFLP ne permet pas une
assignation fiable des individus ni une mise en évidence claire d’hybrides interspécifiques. Ce
travail ne permet donc pas de rejeter ’hypothése que les paysans introduisent des ignames
sauvages dans le pool cultivé via I’ennoblissement, cependant, cette hypothése reste a
démontrer.

Dans une autre ¢étude, Mignouna et Dansi (2003) ont analysé¢ la morphologie de
plantes pré-ennoblies prélevées dans le nord du Bénin. Il en ressort la difficulté a classer
morphologiquement les individus pré-ennoblis dans les espéces sauvages D. abyssinica et D.
praehensilis et dans I’espece cultivée D. rotundata. De plus, une telle étude semble biaisée
car si on admet que la morphologie des plantes pré-ennoblies se modifie, I’identification sur

des critéres morphologiques ne nous apparait pas forcément fiable.

Ce manque d’information, en termes de génétique, nous ameéne a nous poser plusieurs
questions. L’ennoblissement met-il en jeu des ignames sauvages, hybrides interspécifiques ou
cultivées ? Cette pratique permet-elle réellement I’introduction de diversité dans le
compartiment cultivé ? Cette pratique contribue-t-elle a augmenter la diversité intra-

variétale ?
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lll. Le Bénin, pays d’étude

Les différents travaux de cette thése ont été réalisés sur les ignames au Bénin. Le
Bénin est le seul pays ayant bénéfici¢ d’études approfondies sur la pratique de
I’ennoblissement. Cette pratique a été étudiée durant de nombreuses années et dans différentes
régions et ethnies. De plus, les collaborations entre 'IRD et le Laboratoire de Génétique
(Université d’Abomey-Calavi, Cotonou) et ses étudiants facilitent I’acceés aux données et aux
terrains. L’échantillonnage et ’analyse ont bénéficié du travail de quatre étudiants (Baco
2000, Okry 2000, Allomasso 2001, Houemassou Bossa 2001) sur la pratique de

I’ennoblissement et la culture de 1’igname dans les régions nord, centre et sud du Bénin.

Le Bénin est situé en Afrique de I’Ouest, entre le Togo et le Nigeria (Figure 13), et
bénéficie d’un climat tropical. Peuplé par plus de 6 millions d’habitants, le Bénin est
caractérisé par une population hétérogéne regroupant de trés nombreuses ethnies et religions.
L’économie du pays est basée sur I’agriculture (mais, manioc, igname, sorgho, coton, palmier
a huile).

Le Bénin est un pays a forte production et consommation d’igname. Avec 6,5% de la
production totale d’igname en Afrique, c’est le quatrieme pays producteur derricre le Nigéria
(70%), le Ghana (10%) et la Cote d’Ivoire (8%) (FAOSTAT 2005). La production est basée
sur ’espéce africaine D. rotundata (prés de 95% des terres, Houemassou Bossa 2001, Baco
2003), contrairement a la Cote d’Ivoire (production basée sur 1’espece asiatique D. alata). Le

nord du Bénin est la région la plus propice a la culture de I’igname.

Le Bénin présente le gros avantage d’avoir un climat trés contrasté (Figure 14), qui
nous permet d’y trouver a la fois 'espeéce de savane D. abyssinica et 'espece de forét D.
praehensilis.

Le nord du pays est caractérisé par un climat de type soudanien a soudano-guinéen
avec une saison séche de novembre a avril et une saison des pluies de mai a octobre. On
observe dans cette région des savanes arborées et des foréts galeries le long des cours d’eau.
Dans la partie sud de cette région (climat soudano-guinéen) se trouvent aussi des foréts
séches. D. abyssinica vit dans les savanes arborées. Les champs sont mis en place apres

défrichement et sont en majorité entourés de savanes contenant D. abyssinica (Baco 2000).
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Au sud du pays, le climat est de type guinéo-congolais et se caractérise par quatre
saisons, deux saisons seéches (novembre a mars et aolit) et deux saisons des pluies (avril a
juillet et septembre a octobre). La végétation est essentiellement constituée de foréts humides
mais elle est de plus en plus remplacée par des savanes secondaires a cause de ’activité
humaine. L’espéce D. praehensilis vit dans les foréts et se trouve a proximité des champs de
culture.

Au centre du pays, on observe un climat soudano-guinéen de transition entre le climat
du sud et du nord. Une saison séche (novembre a mars) et une saison des pluies (avril a
octobre) se succedent. La végétation est essentiellement constituée de mosaiques de savanes
arborées et de foréts humides. On trouve en sympatrie les deux espéces sauvages, D.

abyssinica et D. praehensilis et ’espece cultivée D. rotundata.

L’essentiel de notre travail a été réalis¢ dans 8 villages (Figure 15). Au nord du Bénin,
les 4 villages choisis, Gorobani, Guessou Bani, Wari et Yarra, sont essenticllement habités
par des Bariba (65% de la population) et des Gando (22%) (Baco 2000). Au centre, les deux
villages choisis, Assaba et Djagballo, sont essentiellement habités par des Nagot (88%) (Okry
2000). Au sud, les deux villages choisis, Gounoukouin et Amakpa, sont essentiellement
habités par des Fon (70%) (Houemassou Bossa 2001). Ces villages ont été initialement
choisis pour étudier la culture de I’igname et la pratique de 1’ennoblissement en raison de leur
accessibilité, de la volonté de coopération des paysans et de I'importance de la culture de

I’igname.
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Villages : Groupes ethniques Espéces sauvages
majoritaires : présentes :

Yarra

Guéssou Bani

. . Bariba (65%) D. abyssinica
s.p. Sinendé
s P Gando (22%)
Gorobani Warri
Togo Nigeria
s.p.|Banté Djagbalo

D. abyssinica

Nagot (88%) D. praehensilis
Assaba
Gounowkouin

Fon (70%) D. praehensilis

s.p. Djidja

@ Sous préfecture (s.p.)
m Village

Figure 15. Répartition géographique des villages d’étude.
Les huit villages ou 1’échantillonnage a ¢été réalisé sont situés dans trois régions
¢cologiquement différentes. On y trouve les espéces sauvages D. abyssinica et/ou D.

praehensilis. Ces trois régions sont aussi culturellement différentes et ne sont pas composées
des mémes ethnies.
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IV. Objectifs de I’étude

Le but de cette thése est de comprendre comment les pratiques paysannes contribuent
a la structuration et a la dynamique de la diversité d’une plante a multiplication végétative
cultivée en agrosystéme traditionnel, 1’igname (Dioscorea sp.) au Bénin, en relation avec les
especes sauvages apparentées.

Dans le chapitre I, nous étudierons le niveau de ploidie de I’igname, dont la
connaissance est indispensable aux analyses ultérieures.

Puis dans le chapitre II, nous analyserons la pratique de I’ennoblissement afin de
savoir si, grace a cette pratique, les paysans contribuent a la diversification du pool cultivé.

Enfin, dans le chapitre III’ , nous décrirons la structuration génétique des variétés
d’ignames afin de déterminer comment la gestion variétale et 'utilisation de la sexualité

contribuent a I’organisation de la diversité des variétés.

Chapitre 1. Le niveau de ploidie de I’igname.

Si ’espece cultivée D. rotundata est habituellement considérée comme tétraploide
(2n=4x=40), nous avons vu que cette hypothése a été remise en cause récemment. Avant de
pouvoir réaliser une étude génétique, il est indispensable de savoir quel est le niveau de
ploidie des ignames sur lesquelles nous allons travailler (D. rotundata, D. abyssinica et D.
praehensilis).

Nous étudierons donc la ségrégation de marqueurs microsatellites sur une descendance
d’igname obtenue par I’autofécondation d’un individu monoique de I’espece D. rotundata.
Puis nous analyserons le comportement de ces marqueurs dans des populations naturelles des

especes sauvages D. abyssinica et D. praehensilis et de ’espece cultivée D. rotundata.

Chapitre 1I. Ennoblissement et reproduction sexuée.

Les ¢léments présentés dans les parties précédentes de cette introduction nous

permettent d’aborder la diversité des ignames au Bénin sous forme de deux compartiments

3 Ces trois chapitres sont organisés selon le plan suivant : bref résumé du contexte et des objectifs, Matériels et
Méthodes, Résultats, Discussion. Dans le cas des deux premiers chapitres, qui ont fait I’objet d’articles (acceptés
ou en préparation), les articles présentent les parties Résultat et Discussion, et dans le cas du premier chapitre, la
partie Matériels et Méthodes.
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distincts (Figure 16). D’une part, on trouve les ignames cultivées (D. rotundata), de 1’autre les
ignames sauvages (D. abyssinica et D. praehensilis). Ces deux compartiments sont supposés
reliés d’une part par les hybridations interspécifiques, d’autre part par la pratique paysanne de
I’ennoblissement, qui introduirait des individus sauvages et hybrides dans le compartiment
cultivé. Dans cette partie, nous étudierons les flux entre les compartiments sauvages et
cultivés.

Dans un premier temps, nous travaillerons dans un village correspondant a une zone
de sympatrie entre I’espece cultivée D. rotundata et ’espéce sauvage D. abyssinica. A travers
I’analyse de descendances récoltées sur des ignames femelles de ces deux especes, nous
déterminerons si les hybridations interspécifiques se produisent spontanément. Puis nous
analyserons la diversit¢ des populations sauvages locales pour déterminer si des individus
hybrides sont recrutés dans le compartiment sauvage.

Dans un deuxiéme temps nous analyserons le processus d’ennoblissement a un niveau
trés localisé, un village du nord du Bénin. Aprés avoir caractéris€ génétiquement les
populations sauvages (D. abyssinica) et cultivées (D. rotundata) locales, nous déterminerons
a quelle espece appartiennent les individus pré-ennoblis récoltés dans le méme village. Puis,
nous rechercherons dans la population cultivée locale des traces d’introduction d’individus
hybrides ou sauvages.

Enfin, nous élargirons cette étude a I’ensemble du Bénin. Nous caractériserons
génétiquement les populations béninoises d’ignames sauvages (D. abyssinica et D.
praehensilis) et cultivées (D. rotundata). Puis nous déterminerons a quelle espéce
appartiennent les individus pré-ennoblis récoltés dans plusieurs villages du Bénin. Enfin, nous
rechercherons dans le pool cultivé béninois des traces d’introduction d’individus hybrides ou
sauvages. Cette analyse nous permettra de savoir si les conséquences de I’ennoblissement

sont généralisables a des régions culturelles et climatiques différentes.

Chapitre II1. Structuration génétique et gestion variétale.

A Tlintérieur du compartiment cultivé, nous considérons deux niveaux d’organisation
de la diversité : le paysan, qui gére son pool d’igname indépendamment des autres paysans, et
la variété, qui est gérée indépendamment des autres variétés par chaque paysan.

Nous avons vu précédemment que des migrations de tubercules, entre les variétés d’un
méme paysan et entre les variétés de paysans différents (Figure 16), participent a

I’organisation de la diversité des ignames cultivées. Nous avons vu aussi que I’introduction de
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Compartiment cultivé

Paysan 1

Variété 1

Variété 2

Variété 3

Introduction
d'individus
hybrides et
sauvages

Paysan 2

Variété 2
Variété 3 ) Flux de tubercules
Variété 4
Structuration
génétique

Compartiment sauvage

Hybridations
interspécifiques

Hybrides

Ennoblissement

Relation
sauvage/cultivé

Figure 16. Structuration de la diversité génétique des ignames : hypothéses de travail.

La diversit¢ des ignames se structure en deux grands ensembles: le compartiment des
ignames sauvages et le compartiment des ignames cultivées. Ces deux compartiments sont
reliés par les hybridations interspécifiques et I’ennoblissement. Au sein du compartiment des
ignames cultivées, la diversité se structure en champs, chaque paysan gérant son champ
indépendamment des autres paysans, et se sous-structure en variétés. Des flux de tubercules
entre les variétés, entre les paysans, et depuis le compartiment sauvage contribuent a la
diversification et a la structuration du compartiment cultivé

56



INTRODUCTION

produits de reproduction sexuée dans les variétés cultivées peut contribuer a la diversification
du pool cultivé. Dans cette partie, nous analyserons l’organisation de la diversité du
compartiment cultivé et nous verrons ce qu’elle refléte de la gestion paysanne et du mode de
reproduction de I’igname.

Dans une premiére partie, nous analyserons la diversité génétique observée au niveau
des variétés. Nous chercherons a distinguer les génotypes créés par reproduction sexuée de
ceux créés par mutation et nous verrons comment ces deux classes de génotypes se
répartissent dans les variétés cultivées.

Enfin, nous analyserons la diversité¢ génétique observée dans les champs d’ignames
cultivées. Nous verrons si les paysans gérent un pool génétique similaire ou au contraire si

chaque champ se différencie génétiquement des autres champs.
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Les especes d’igname africaines sont généralement considérées comme polyploides
avec un nombre de base de chromosomes de 10 (9 pour certaines espéces). Cependant,
Dainou et al. (2002) ont remis en cause cette hypothése et suggérent que I’espéce cultivée D.
rotundata puisse étre diploide avec un nombre chromosomique de base de 20.

Le but de cette étude est d’obtenir de nouveaux ¢léments permettant d’infirmer ou de
confirmer I’hypothése de diploidie de D. rotundata. Pour cela, nous avons analysé¢ la
ségrégation de marqueurs microsatellites. Nous avons aussi étudi¢ le comportement de ces
marqueurs microsatellites dans des populations sauvages (D. abyssinica et D. praehensilis) et
cultivées (D. rotundata). Les résultats de cette étude nous permettront par la suite de choisir

de réaliser les analyses de génétique des populations selon un modéle diploide ou tétraploide.
Les parties Matériels et Méthodes, Résultats et Discussion sont présentées dans un

article, "Segregation patterns of isozyme loci and microsatellite markers show the diploidy of

African yam Dioscorea rotundata (2n=40)", publié¢ dans Theoretical and Applied Genetics.
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Article I : Segregation patterns of isozyme loci and microsatellite markers show the diploidy

of African yam Dioscorea rotundata (2n=40)

Nora SCARCELLI, Ogoubi DAINOU, Clément AGBANGLA, Serge TOSTAIN et
Jean-Louis PHAM

Theoretical and Applied Genetics, 11: 226-232 (2005)
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Yam (Dioscorea sp.) s cultivated for s tuber produc-
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Alrica. Dioscorea romndata (section Enantioplivcfiuni),
has 4 chromosomes. Based on indirect conclusions.
such as the existence of 2n = 20 vam species in the section
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1992: M
et al. 19vin).

Under this assumption, one would therefore antici-
pate the detection mindividual genotypes of up to four
alleles per DNA muarker locus m diversity studies of
D, orotundata, as obsgrved in several tetraploid species
ic.g. Borderea sp. and Medicago sp. by Segarra-Mora-
cues et al. 2004 and Diwan et al. 2000, respectively),
However, when doing a preliminary survey of D0 ro-
mencara diversity with 11 mucrosatellite locl, we found
only one or two alleles per locus 1 every genotype. Al
though this does not rule out the possibility of this
species being a tetraplowd, it strongly suggests consiuder-
mg a diploid hyvpothesis.,

l’)u.'im:au et al. (2002) were the first avthors to propose
diplowdy of D. ronwdara. They mostly based their con-
ClL‘:-i-lI‘ upon the segregation ratios observed for iso-

vines in the progeny ol a sell-fertilised monoecions D,
rotundata plant. Diploid segregations of AFLP und
isozvinie markers were also observed in progenies of £,
rofunduia plants {Mignouna et al. 2002; Zoundjhekpon
et al 1994y, although these authors did not use thew
results to rl-mll-ﬂ::‘:e the tetraploid status of £ renardata.

However, the above papers do not permit @ conclu-
S101 48 1o Il:L diploidy of 12, renadara. The hypothesis of
null alleles in tetraplowd genotypes needs to be consid-
ered as a possible explanaton to the observed segrega-
tions, It was considered, but not tested. by Dainou et al.
{2002},

The present work aimed at reaching rehiable conclu-
sions an the ploidy level of D romndate, which is a basic
hological data  tor yam  breeders. Moreover, the
ircreasing use of microsatellite markers for the diversity
analvsis of Alnican vam species makes il necessary 1o 20t
a hetter mel._du* of thar genetic determinism. In this
study, we analvsed the segregation patterns of s mi-
crosatellite loct e the selled progeny ol o hete rozZygote
monoecious plant showing two alleles at each of
We also re-analysed the segregation |mlt s of the two
isozyvime markers obtaine L[ by Dainou et al. (2002) on the
same progeny. All potential segregation ratios expected

1952 Mignouna et al. 2002; Zoundjikekpon

}\.,,\L.
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in the self-fertilisation of a heterozygote genotype under
diploid, allo- and autotetraploid models were tested. We
first showed that only the diploid model and the allo-
tetraploid model with two null alleles were consistent
with the observed ratios. We then explained why, given
the nature of studied markers and data of a diversity
survey, we came to the conclusion that D. rotundaia
(2n=40) is a diploid species.

Material and methods
Segregation analysis
Plant material

Although D. ronmdara is a dioecious species, some
monoecious plants were found in the variety Gnidou.
These plants allowed us to produce a selfed progeny.

Yamisa vegetatively propagated crop. Farmers define
vam varieties with morphological criteria. A given variety
may then encompass several clones, even at the field level.
To ensure the production of a selfed progeny despite the
potential polyclonality of Gnidou variety, several clonal
seedlings were first produced by division of a single tuber
of a D. rotundata plant. This plant was monoecious with
2in=40 chromosomes (Dansi et al. 2000). The clonal
plants were grown in an isolated field. The seeds were
collected and were assumed to result from self-fertilisa-
tion or from cross-pollination between plants, which was
equivalent to a self-fertilisation. Reproductive isolation
of the field was confirmed by the absence in the progeny of
any other allele than the parental ones.

Isozymes

Isozyme analysis was performed in the Laboratory of
Genetics in Cotonou. Seeds from the Gnidou progeny
were germinated. Extraction of proteins was done using
I-month-old leaves crushed in the buffer slightly modi-
fied from Hamon and Touré (1982) (no potassium cya-
nide and only 1% of mercaptoethanol). Individuals
analysed for isozyme segregations were not the same as
those used for microsatellite studies.

Two isozymes were analysed: 6-phosphogluconate
dehydrogenase [(PGD) EC 1.1.1.44] and phosphoglu-
comutase [(PGM) EC 5.4.2.2]. Fifty-five and 208 other
individuals were analysed for PGM and PGD, respec-
tively. A 13% starch gel was prepared using a solution of
histidine (3 m M) and NaCl (2.5 m M) at pH 6.25.
Electrophoresis was conducted using a buffer of citric
acid (0.41 m M) at pH 6 during 5 h at 100 mA. Enzyme
assays were conducted as described by Second and
Trouslot (1980).

Microsatellite markers

Ninety individuals, corresponding to 90 seeds of the
progeny, were analysed at IRD Montpellier for segre-
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gation at microsatellite loci. DNA extraction was done
from single seeds. Seeds were broken and treated three
times with sorbitol buffer [(0.35 M sorbitol, 0.1 M Tris-
HCIl, 5 m M ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
and 0.3% bisulfite for the first treatment only with
centrifugation at 9,000 ¢, 10 min. 4°C]. Samples were
incubated in Matab buffer (1.2 M NaCl, 0.1 M Tris-
HCL 20 m M EDTA and 4% Matab) for 4 h at 65°C.
Samples were treated twice with chloroform/isoamyl
24:1 (centrifugation 9.000 g, 10 min, 10°C). DNA was
precipitated with 0.6 vol of isopropanol (centrifugation
14.000 g. 15 min, 4°C), washed in 70% ethanol, dried
and re-suspended in sterile water.

Twenty microsatellite primers, 17 defined in our lab-
oratory (unpublished data) and three defined by Mig-
nouna et al. (2003), were amplified in the Gnidou parent.
Two alleles at most were observed at each locus. Fourteen
loci were monoallelic. The progeny was analysed for the
six microsatellite loci showing two alleles in the parental
genotype (loci 2D08, 3D06, 3F04, 3F10, 3F12 and
YMI13). PCRs were done in 10 pl with dANTP (200 pdd),
Tag polymerase (0.05 U) in its buffer (1X), MgClL (2.5 m
M), forward primer tailed ((3F04-M13, 2D08-T7;
0.01 pM) or labelled (3D06, 3F10, 3F12, YMI3;
0.25 pM), reverse primer (0.15 uM for 3F04 and 2D0S,
0.25 uM for the other) and M13 or T7 labelled primer
(0.15 uM) for 3F04 and 2D08. Amplifications were per-
formed by 35 PCR cycles (94°C for 3 min, 94°C for
1 min, 56°C for 1 min, —1°C percycle, 72°C for 1 min for
five cycles, 94°C for 1 min, 51°C for 1 min, 72°C
for 1 min for 30 cycles and 72°C for 8 min). The migra-
tion was done using an ABI Prism 3100 (Applied Bio-
systems, Foster City, Calif., USA). The analysis of
intensity profiles to score the alleles was done with soft-
ware Genescan and Genotyper (Applied Biosystems).

Models for statistical analysis

Let A and B be the two co-dominant alleles at one locus.
If the phenotype of the parent is (AB), then the parental
genotype could be AB if the species is diploid. or AAARB,
AABB and ABBB if the species is tetraploid. Three
phenotypes are expected in the progeny of self-fertilisa-
tion: (A) corresponding to genotypes AA and AAAA;
(AB) corresponding to genotypes AB, ABBB, AABB,
and AAAB; and (B) corresponding to genotypes BB and
BBBB. If O is a null allele, potential parental genotypes
are AABO, ABBO and ABOO. Ten new genotypes are
then expected in progeny: AAAO, AAQO, AOOO,
BBBO, BBOO, BOOO, AABO, ABBO. ABOO and
0000, The expected proportions of each phenotype in
the progeny under diploid and tetraploid model with
disomic (allotetraploid model) and tetrasomic (autotet-
raploid model) inheritance are given for each possible
parental genotype in Table 1.

Goodness of fit of observed frequencies to expected
proportions in each of these models were tested using a
Khi2 test or a Fisher's exact test if one expected fre-
quency was less than 5.
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Table 1 Expected ratios of
phenotypes in the progeny of a
self-fertihsation for ail potentuld

Geneae model
foe parental gc:ﬂn{'}p'pi:“

Phenntypic ratio expected in progeny

parental genotypes with a (D0 {AA) (AB) (BB}
phenotype (AB)

AB { i
_ AABE g 4
1 case of alfotetragioudy, the ARAE il 1716
W gendmes segregate inde- AAAB, AAAB 0 tid
pendently {disomic segrega- ABBE, ABBR 0 i
tion). This was represented by AOAR i 4716
separating the two genomes with OB AR { ii16
a forseard shesh, For example, AACR i iid
AABB means that thegenoiype  AQBB 0 1
15 AA on the first genome and AQBO 116 316
BB on the second one. Ineaseof  AROO il 14
autotetrapiody, the two ge- AARE 0 i3
fomes seprepate ogether (R AABO 0 436
rasomic segregation) amd were ABBO i 1%
represented withowt  forward ABOO 1% 836

sy, for example, AABB

Independence of microsatellite locr was tested using
Mapdisto 1.3.2 (available at http: mapdisto free i),

Drversity survey

One hundred and eighty-one samples of D, ronmdata.
representing  the most cultivated  varieties of Benin
{Dansi et al. 2000), 245 D, abyssiniva and 63 D. prae-
hensifis were collected in Benin, D. abypssinica and 0.
prachensifis were considered by Hamon et al. {1997y and
Terauchi et al, (1992) as wild relatives of D, romndaia.
These two species have been assumed to be etaploid,
with 2n=40 chromosomes {Micge 1932)

Lleven microsatellites {1AG1, 3B12. 1CI12, 2C05.
206, ZDOS, ZEGT, 2E09. TR0, 3F0d and  3GO4,
unpublished data) were amphified as explained above, In

this paper, only data on heterozygosity and number of

alleles per locus arc presented.

Results
Segregation analysis
Isozyme loci

The PGM banding pattern of the parent showed four
bands, two slow and two fast (Fig. la). The two slow
bands showed no polymorphism in the progeny. The
segregation of the two fast bands {12} showed three

Fig. 1 Banding patierns (a)

obtained in the Goidou parent

and 1 the progeny for the {
1SOZyIHe 0c 1 !
phosphoglucomutase {PGM)
and 6-phosphoghiconate
deliydeogenase (PG,
Nurabers are those of the

=

phenotypes, (1, (121 and (23, m the proportions given in
Tuble 2. The Khi2 tests rejected all models except those
of diploidy and tetraploidy with two mudl alleles,

The PGD banding pattern of the parent showed three
bands (317273, Fig. 10 In the progeny, we observed ong
phenotype with the fust band (1), one with the three
parenfal bands (1273} and one with two bands (173,
Fig, 1hyin proportions in Table 2, This banding pattern
was previously observed by Zoundjihekpon et al. (1994},

PG was deseribed by Weenden and Wendel (1989)
as dimeric and coded by two genes. We could explain the
banding patterns when considering that: (1) the parent
has two alleles for the first gene, coding for two mono-
meres which bind to produce two homodimeres (corre-
sponding to the bands 1 and 3) and one heterodimere
(corresponding to the band 2}, and (2) the parent is
homozygote for the second gene which produces a ho-
modimere that co-migrates with the homodimere cor-
responding to the band 1 of the former gene, Under
these assumptions, the Khi2 tests rejected all models
except the dipload model and the tetraploid models with
two null alleles, ABOO and AB/OO {Table 3).

Microsatellite foci

Microsatellite profiles of the parent showed only two
alleles for each of the six nor-monoallelic loci. The ob-
served phenotypes weres {(138/144) (bp) for 3F04, (353/
371) for ZDOS. (1437145} for 3D06, (156/158) for 3110,
(1627164 for A1 2 and (2207227 for YMI A (Fig. 2a) In
the progeny. three phenotypes were obtained for cach
PGM

ib} PG

ba

bands, as wied 1 the st
Parent

Progeny Parent
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Table 2 Phenotypes observed
in the parent and in the
progeny, and observed

Phenotvpe of progeny and observed

frequencies

Phenotype
of parent

frequencies
Microsateifite lnci® 2R
Ao
AF04
. ) ) _ AP
For microsatelbite foci, pheno- 3z
1ypes arc given in base pairs. YMI3
Freguencies used for the global Cilobal an
analysis were the sum of fre- Isozyrae loc PG
quencies of phenotypes ob- PGM

served at foo 208, 3006,

(353371 19(35h 26 (3713
(143/145) 25 (143) 431145 24(145%)
(138144 18 (138) 48 (1381445 18 (144}
{136:158) 19 {150) 45 (156/138) 26{158)
(162/164) 26 {162) 43 (162/16:4) 21 (164)
(220:227) 24 (220 46 (2200227 26227y
alysis (Al T AA)Y AYAR 12981
{12/ S 14 {17273} S3{1/3)
(1 26 (12 (D

AFHG, 3F12 and YMI3

Table 3 P-valuss obtained for a Khi2 test to compare the expected ratios given in Table 1 and the observed freguencies gmven n Table 2

Genetic model for  Expected ratio o P-valoes for K2 tests of goodness of fit
parental genotype

Microsasetlite foa Lsoryme loct

208 3D06 P04 3FI0 3F12 YMID Global analysis  PGD* paMm”"
AR 1:2:1 2 ihd2d 0573 (693 SR80 0,643 0,549 (HLIRY Hh.U81 0HA7T8
AABB i - - - - - - -
ABAB IR 20 0 t t i} 0 0 0 0
AAAB, AAAB 13 - - - - - - - - -
AB/BH, ABBB A - - - - - - - - - -
ADAB ERER 2 0 t t i} i 0 0 0.2
OB/AB 1:11:4 2 i i1 {1 i 0 {1 0 i1 .36
AAOR 13 - - - - - - - - - -
AQBB RN - - - - - - — - - -
AQBO 1:3:9:3 3 G136 D008 Q013 G008 004D 0003 0 (.00 122
ABOD 1:201 2 424 0573 693 6580 D69 L54Y L1589 (L.O81 03TR
AARB 1:34:] 20 0 € i) { 0 { 0 0
AABO 9:26:1 2 i i1 LAV} B 0 {1 0 i1 i
ABBO 1269 2 i LXETE B 0 it i} i 0004
ABOO R 30037 DAY 6382 oA 0364 D267 {0 Dase D4o

If the expected frequencies were fess than 5, g Fisher's exact fest was

done. Non-significant F-vadues (£ 0.050) are in defdace. Models

were rejected without test (=) when the expected proportion for one observed phenotype was mull

PG 6-Phosphoglaconate dehvdrogenase
BpGaf Phosphoglucomutase

locus, corresponding to two different homozygotes and
one heterozygote, The observed frequencies of each
phenotype are given in Table 2. As for isozymic locy,
only the diploid model and the tetraploid models with
two null alleles were compatible with the observed seg-
regations.

All microsatellite loct were found independent using a
LOD score equal to 4 but 3F04 and 3F12 were loosely
linked using a LOD score equal to 3 (r=28.6 cm, Kos-
ambi distance).

We used this result to make a global analysis by
pooling segregations of loct 2DOS, 31306, 3110, 3112
and YM I3, Global multilocus frequencies for pheno-
types (AAY and {(BB) were computed to get the most
unbalanced totals, by summing for {AA) the smallest
frequencies of homozygotes at cach locus, and for (BB)
the highest frequencies of homozyy
{Table 23, From this mululocus analysis, only two
models were accepted (Table 3n diploidy, and allote-
traploidy with null alleles (AB/OO). These two models
could not be distinguished since expected ratios in the
progeny were the same (1:2:1) for both models,

Diversity survey

Microsatellites loct revealed a high diversity. A total of
230 alleles wore amplificd in the three species in 11 Joci
{Table 4). The mean number of allekes varvied from 11.5
for D, rendara to 194 for D, abpssinica and all loci had
four or more alleles i cach species, Results supported
the diploidy hypothesis. Almost all individuals displayed
ondy one or two alleles per locus, In heterozypote indi
viduals, peak areas were similar and compatible with the
presence of one copy of cach allele (Fig, 2by Out of the
5.172 data points produced, only cight (0.15% ) could be
interpreted as three or four alleles and were found in siv
individuals out of the 489 studied (one £, rorsndara, two
D, abvssinica and three D, prachensilisy at only one or
twao loci for cach of these individuals (loci TAOQL, 2C035,
2E07, 2E09 and 1FO8) Presence of supernumerary al
feles was previously observed in diploid species like
maize and grapevine {(e.z. Franks ot al. 2004; Matsuoka
et al, 2002y and could be explained by DNA contami-
nation, amplification of a nomspecific allele or chime-
risim.
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Fig. 2 Exaoples of electropherogram obtained for microsateffite
foct 2D08 and AP0 with the automated sequencer ABI Prism 3108
and amalysed with softears Genotvper. a Baading patterns
obtained tn the sepregation analysis. The parent and one example
of cach genotype obtained in progeny are represented. b Exampl:
of genotypes obtaned in the diversity analysis. For heterozvgote
individuals, anperation indicates the peak dsea

Discussion

Eight markers were analysed in the selfed progeny of the
Gnidoe parent. two isozvine and six microsatellite loci
If we consider all the tests done, only two penctic models
were consistent with observed segregations: the diploid
model and the allotetraploid model with null alleles on
one of the two genomes (ABOO).

The allotetraploid model s vnlikely for several rea-
sons, Null alleles are comumon for sozyine {(Weenden
and Wendel 1989 and microsatellite loci {Dakin and
Avise 204 for a review), but it would be unlikely w0
observe 1n one genome cight randomly sampled markers
homozvgote for null alleles {thi also applies to the
mtotetraploid model with two nudl alleles we rejected
after the multilocus analysis).

Only a complex set of hvpotheses counld explain why
segregations at both isozyme and microsatellite loci re-
flect the allowtraploid model with null alleles. For iso-
zvme markers, gene sifencing can produce a diploid
pattern (Wendel 2000 for a review). This cannot be ex-
cluded from owr data, but it should then be associated
with the non-detection of microsatellite polymorphism
i one of the two genomes. As microsatellites are gen-
erally specific to a small number of species, we might
have amplified only one genome. However, the micro-
satelhites we used were initially chosen to amphfy in
other very different yum species (unpubhshed data): .
alate and Do numinedaria {Asian species), D wifida
{Cartbbean species), D bulbifera. D. abyssinica and D.
prachensifis {Alrican species). I there were & non-
amplified genome in 2 ronendara, we would have (o
conclude that this genome 35 more distant to Advican
species than Asian or Cartbbean species are, It sounds
very unlikely, even though the origin of D. rofundata is
not clearly dassessed (Hamon et al. 1997 Terauchi et al.
19923,

Owverall, as suggested by the preliminary analyses of
Dainou et al. (2002), the diploidy of D. romendata 1s the
most parsimoenious hvpothesis,

Table 4 Aflele diversity at 11 mucrosateflite fodt in the cultvated species D rotunduta and the two wild species Divscorea ahyaniva and

D pravhenyilis, H . Observed heterogy gosity

Loci £ retundata D abryyaimiva

B praehensdis Total no. of atleles

H s No. of alleles s No. of afleks H s No. of alkels

.16 B {62 14 075 12 7
(.29 G (.26 12 D43 6 ta
63 b .11 & 22 4 11
(.81 14 80 14 .82 2% i6
84 13 L83 19 D73 19 22
(.84 14 .84 26 0.73 13 28
(L83 18 075 27 .68 25 33
17 b .80 17 0.7 3 19
.61 8 {LB5 13 .70 9 Tek
{169 14 .82 24 .55 20 20
.52 15 0.54 149 .56 17 26
- 127 - 213 - 161 250
{58 1.3 L 194 LT [EX 227
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Is this conclusion weakened by the fact that it was
drawn from the study of the progeny of' a monoecious D.
rotundata plant, which is an exception in this normally
dioecious species? In other words, could diploidy and
monoecy of the parental plant be related? As far as we
know, literature does not provide any example to sup-
port this hypothesis. Exceptional bisexual plants were
found in other dioecious species (Rottenberg 2000).
Investigations on the interactions between ploidy and
sexual systems have led to heterogeneous conclusions
(Miller and Venable 2000; Pannel et al. 2004), but were
conducted in species complexes that include species with
different chromosomes numbers. The case of Gnidou
genotype is different as it displays the same chromosome
number as dioecious D. ranmdara plants. We thus think
that the conclusion on its diploidy can be extended to
the D. rorundara genotypes with the same chromosome
number {2n=40).

This is supported by the consistency with the diploid
model of results that were obtained by other authors
from studies of dicecious D. ronumdara plants. Zou-
ndjihekpon et al. (1994) observed in progenies of con-
trolled hybridisations of dioecious D. rorundata a diploid
segregation for isocitrate dehydrogenase, esterase, sac-
charopine dehydrogenase and malate dehydrogenase
eNZyme systems.

In the same species, Mignouna et al. (2002) analysed
the segregation of 341 AFLP markers to develop a ge-
netic linkage map. Citing Hahn (1995), they concluded
that his allotetraploidy hypothesis was supported by the
disomic inheritance obtained in the studied progenies
and because chromosome pairing showed 20 bivalents
during meiosis. It must first be noted that Hahn’s evo-
lutionary scenario proposes the autotetraploidy of D.
rotundata, not its allotetraploidy. More crucial is the fact
that the allotetraploid model cannot be accepted from
these AFLP data. As mentioned by these authors
themselves, Mignouna et al. (2002) obtained diploid
segregations (i.e. not only disomic segregations) and
they eventually considered D. ronumdara as diploid for
the mapping analysis.

Finally, we showed that the diploidy of D. retundara
was also supported by the allele diversity analysis. The
survey of a large number of plants with 11 highly poly-
morphic microsatellite loci showed that plants of culti-
rated species D. rorundara and wild species D. abyssinica
and D. praehensilis displayed at most two alleles at each
locus. As discussed above, the hypothesis of non-ampli-
fication of a genome is very unlikely given the way mi-
crosatellite primers were constructed and selected.

Conclusion

D. ronmndata (2n=40) can be considered as a diploid
species with a basic chromosome number x= 20. This is
strongly supported by the sum of observations obtained
in our study and in those of authors already cited: (1)
only one or two alleles per genotype were observed at
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microsatellite loci in diversity surveys; (2) isozyme pat-
terns could be explained by a diploid model; (3) only
bivalents were observed during meiosis; (4) diploid seg-
regations were obtained in isozymic, AFLP and micro-
satellite markers; and (3) the nature of genetic markers
used in our study makes the allotetraploid model with
null alleles extremely unlikely.

The extant diploidy of D. rerundara does not preclude
its allotetraploid origin. Diploidisation of genomes after
their polyploidisation has been documented for several
wild and cultivated plant genomes. For example, Bras-
sica specigs, soybean and maize appear to be highly
diploidised paleopolyploids (see Wendel 2000 and Gaut
et al. 2000 for a review). Such events could explain the
co-existence within the genus Dioscorea of the diploid 2
n=40 D. rotundaia together with diploid 2 n= 20 species
such as D. rokore and D. gracillima (section Stenophora).
Our diversity surveys suggest that the wild species D.
abyssinica and D. praehensilis could also be diploid.
Research is needed to re-examine the evolutionary sce-
nario of African yams.
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Chez I’igname, les compartiments sauvage (D. abyssinica et D. praehensilis) et cultivé
(D. rotundata) sont supposés reliés d’une part par les hybridations interspécifiques, qui
introduiraient des individus hybrides dans le compartiment sauvage, d’autre part par la
pratique paysanne de I’ennoblissement, qui introduirait des individus sauvages et hybrides
dans le compartiment cultivé.

On note dans la littérature une absence d’études sur les capacités de ces especes a
s’hybrider naturellement. De plus, la pratique de I’ennoblissement a déja été tres étudiée d’un
point de vue ethnobotanique (Dumont 1998b, Baco 2000, Okry 2000, Houemassou Bossa
2001), mais le peu d’études génétiques réalisées jusqu’a maintenant ne permet pas de
confirmer I’intégration de produits de reproduction sexuée dans le compartiment cultivé
(Mignouna et Dansi 2003, Tostain et al. 2003a).

Notre but est d’étudier I’existence de ces flux entre les compartiments sauvage et
cultivé. Nous verrons d’une part si des hybridations entre les espeéces sauvages et cultivée
créent de la diversité, puis si les paysans intégrent cette diversité dans le compartiment cultivé

via ’ennoblissement. Nous cherchons a répondre aux questions suivantes :

1. Les especes sauvages (D. abyssinica et D. praehensilis) s’hybrident-elles spontanément
avec l’espece cultivée D. rotundata ? Retrouve-t-on des hybrides interspécifiques dans les
populations sauvages ?

2. Quels sont les individus ennoblis par les paysans ? S’agit-il d’individus sauvages (D.
abyssinica et/ou D. praehensilis), d’individus cultivés et/ou hybrides interspécifiques ?

3. La pratique de I’ennoblissement permet-elle réellement aux paysans d’introduire des
individus de génotypes originaux dans le pool cultivé ? Et donc, retrouve-t-on des individus

de génotype sauvage ou hybride dans le pool cultivé ?

La partie Matériels et Méthodes détaillée est présentée dans la partie suivante. Les
parties Résultats et Discussion sont présentées dans deux articles, "Genetic nature of yams
(Dioscorea sp.) domesticated by farmers in Benin (West Africa)", accepté dans Genetic
Resources and Crop Evolution et "Farmers’ use of sexual reproduction in a vegetatively
propagated crop. The case of yam farmers in Benin" (en préparation). Enfin, quelques

résultats complémentaires sont présentés a la suite de ces deux articles.
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. Hybridations interspécifiques

Pour déterminer s’il existe des hybrides interspécifiques, nous avons conduit des
analyses de paternité sur des descendances d’ignames sauvages et cultivées prélevées dans
des populations sympatriques. Le but de cette étude est de déterminer si les péres des
descendants sont sauvages ou cultivés et donc si les descendants sont des hybrides intra- ou

interspécifiques.

A. Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

L’analyse a été menée dans le village de Gorobani, au nord du Bénin (Figure 15), dans
la zone de répartition de I’espeéce sauvage D. abyssinica. Nous avons sélectionné cinq
paysans. Dans les champs de ces paysans, nous avons récolté les fruits portés par 7 ignames
cultivées femelles, soit 93 graines analysées. Dans les savanes entourant ces champs, nous
avons collecté les fruits portés par 7 ignames sauvages femelles (D. abyssinica), soit 102
graines analysées. Pour réaliser 1’analyse de paternité, nous avons construit deux populations
de référence, une sauvage et une cultivée. Dans les champs des cinq paysans, nous avons
¢échantillonné un tubercule par variété cultivée, soit 46 tubercules. Dans les savanes qui
entourent ces champs, nous avons prélevé 105 tubercules de 1’espéce sauvage D. abyssinica.
Cet échantillonnage s’est déroulé au cours d’une mission réalisée en décembre 2002.

Les tubercules ont été mis a germer en serre et I’ADN a été extrait a partir de ’apex
des jeunes tiges. L’ADN des descendances a été extrait a partir de graines non germées. Tous
ces individus ont été génotypés avec 11 microsatellites (1A01, 1C12, 1F08, 2C05, 2D06,
2D08, 2E07, 2E09, 3B12, 3F04 et 3G04 Tostain et al. 2005).
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2. Analyses de paternité

a. Utilisation des logiciels existants

Les tests de paternité ont été réalisés avec les logiciel CERVUS 2.0 (Marshall et al.
1998) et FAMOZ (Gerber et al. 2003). CERVUS utilise les génotypes multilocus d’un individu
et des peres potentiels pour déterminer quel est le pére le plus probable de cet individu. Ce
logiciel utilise un rapport de vraisemblance pour déterminer s’il est plus vraisemblable qu’un
pere potentiel ait transmis ses alleles a I'individu qu’un pére arbitraire. Le rapport de
vraisemblance se calcule a partir des fréquences alléliques de la population de péres potentiels
et suppose que I’équilibre d’Hardy-Weinberg soit respecté et que les locus soient
indépendants. Le principe du logiciel FAMOZ est similaire mais le rapport de vraisemblance
détermine s’il est plus vraisemblable qu’un pére potentiel ait transmis ses alléles a 1’individu
qu’un pere non génotype.

Sur les 195 descendants analysés (93 descendants de meéres cultivées et 102
descendants de meres sauvages), les peres de seulement 2 individus ont pu étre assignés avec

les deux logiciels.

Ces résultats indiquent que les peres de nos descendants n’ont pas été échantillonnés,
ce qui est pourtant indispensable pour effectuer des tests de paternité. Cependant, la question
qui nous intéresse n’est pas de savoir quel est le pere des descendants mais a quelle espece
appartient ce pere. Nous avons donc adapté la méthode utilisée dans CERVUS afin de répondre

a nos objectifs.

b. Développement d’'une nouvelle méthode

Nous disposons des génotypes multilocus de descendants ainsi que de leurs meres.
Nous disposons également des génotypes d’individus provenant d’une population sauvage et
d’une population cultivée. Notre but est de savoir si les péres des descendants proviennent de
la population cultivée ou sauvage. Pour cela, nous avons développé un test basé sur un rapport
de vraisemblance. Ce rapport nous permet de déterminer s’il est plus vraisemblable que le

pere d’un individu soit sauvage plutdt que cultivé. Le principe du test est expliqué ci-dessous :
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Soit deux populations 1 et 2. Soit g, et gn les génotypes d’un descendant et de sa mére,
appartenant a la population 1 ou 2. Considérons les deux hypothéses H; : le parent male
provient de la population 1, et Hy: le parent male provient de la population 2. La
vraisemblance de ’hypothese 1 par rapport & I’hypothése 2 est un rapport de vraisemblance

noté :

(1)  L(H,,H,

g g ):PI(gogm’Hl)
0°Om Pz(go

gm’HZ)

Ou Pi(golgm, Hi) est la probabilité d’observer le génotype du descendant (g,) sachant le
génotype de sa meére (gn) et en supposant que le parent male vienne de la population 1 (H;).

Les rapports de vraisemblance pour toutes les méres et leurs descendants compatibles
sont indiqués dans le Tableau II-1.

En supposant que les k locus sont indépendants, un LOD score est calculé selon :

(2) LOD=>In[L,(H,,H,

go’gm )]

Tous les alleles présents dans les populations 1, 2, chez les descendants et leurs méres
sont comptabilisés. Leurs fréquences sont calculées pour la population cultivée puis pour la

population sauvage.

L’existence d’alleles de fréquence nulle dans une population (cas d’un all¢le présent
dans une seule population) ou deux populations (cas d’un alle¢le présent uniquement chez les
descendants) pose probléme. En effet, dans ce cas, le résultat de ’équation 1 n’existe pas et le
LOD score (équation 2) ne peut pas se calculer. Nous avons donc modifié¢ les fréquences

alléliques qui servent a calculer le LOD score. Cette modification s’est faite en deux étapes :

Etape 1. Cas des alleles présents dans une seule population (f{alléle);=0 ou f(all¢le),=0)

a. Nous avons calculé pour chaque population un seuil S correspondant a la fréquence
maximum d’un alléle présent dans une population mais non échantillonné a 5%. Ce seuil

dépend de la taille de la population.
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doscmmn (o | o 3% 1P (g H) | Pagden ) |L(HL Holgo )
BB BB bl b2 b1/b2
BB BX bl/2 b2/2 b1/b2
BC CC bl b2 b1/b2
BC CX bl/2 b2/2 b1/b2
BC BC (bl+cl)/2 (b2+c2)/2 (bl+c1)/(b2+c2)

Tableau II-1. Calcul de la vraisemblance d’un gaméte de venir d’une population.
Les rapports de vraisemblance (L) de ’hypotheése H; ‘le pere du descendant appartient a la
population 1° par rapport a ’hypothése H ‘le pére du descendant appartient a la population 2’
sont calculés a partir des fréquences alléliques dans les populations 1 et 2. B et C sont deux
alleles co-dominants et X n’importe quel allele excepté B et C. La fréquence des allcles B et
C dans la population 1 (ou 2) est bl et cl (ou b2 et c2).
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Les x alleles dont les fréquences sont inférieures au seuil dans les deux populations
(f(allele),<S; et f(allele),<S,) sont regroupés pour former un alléle synthétique. La fréquence
de cet allele synthétique dans chacune des deux populations est égale a la somme des
fréquences des x alleles regroupés (f(allele synthétique),=Zf(alleley); et f(allele
synthétique),=2f(alleley),).

b. Si un allele (dont I’allele synthétique) est absent d’une population et en fréquence
inférieure au seuil dans l'autre population (par exemple, f(allele);=0 et f(allele),<S,), la
fréquence dans la premiere population est considérée comme égale a la fréquence dans la
deuxieéme population (par exemple f(allele);=f(allele),<S;). Dans ce cas, le rapport de
vraisemblance (équation 1) est égal a 1 et cet allele n’a pas de conséquence sur le calcul du
LOD score. On considere en effet que cet allele est présent en trop faible fréquence pour que
son absence dans une des deux populations représente une réelle différence entre les deux

populations.

c. Si un allele (dont I’allele synthétique) est absent d’une population et en fréquence
supérieure au seuil dans l’autre population (par exemple, f(allele);=0 et f(allele),>S,), la
fréquence dans la premiere population est considérée comme égale au seuil de la premicre
population (par exemple f(allele);=S; et f(allele),>S,). Dans ce cas, I’alléle participe au calcul
du LOD score. On considere en effet que cet allele est présent en fréquence suffisamment
forte dans une des populations pour que son absence dans 1’autre population refléte une réelle

différence entre les populations.

d. Toutes les fréquences alléliques sont réajustées dans chacune des populations pour que leur

somme fasse 1.

Etape 2. Cas des alleles absents des deux populations (f(allele);=0 et f(allele),=0)

Il s’agit des alleles présents uniquement chez les descendants. Dans ce cas I’alléle n’est pas
informatif puisqu’il ne permet pas de faire d’inférence sur sa population d’origine. On
considére alors que les fréquences de ces alleles dans les deux populations valent 1. Dans ce
cas, le rapport de vraisemblance (équation 1) vaut 1 et ces alleles ne participent pas au calcul

du LOD score.
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Un LOD score est calculé pour chaque descendant génotypé a partir des fréquences
alléliques modifiées et selon les équations 1 et 2. L’assignation du parent méle a I'une des
deux populations a partir du LOD score se fait ensuite grace a la simulation.

Pour chaque meére, on simule des descendants sachant que le pére appartient a la
population 1 ou 2, afin de calculer la courbe de distribution des LOD scores sachant la
population dont proviennent le pere et la mére. Pour chaque mére, des descendants simulés
sont construits a partir d’un échantillonnage mendélien des alléles de la mere et d’un allele
sélectionné au hasard a partir d’un génotype choisi au hasard dans la population 1 ou 2. Un
LOD score est calculé pour chaque descendant simulé comme expliqué précédemment
(équations 1 et 2, en utilisant les fréquences alléliques modifiées). Une courbe de distribution
des LOD scores est ensuite construite a partir de 10 000 descendants simulés par population.
Ces courbes de distribution sont spécifiques a la mere a partir de laquelle les génotypes des
descendants sont simulés. On construit donc autant de courbes que de méres.

Les LOD scores obtenus pour les vrais descendants génotypés sont comparés aux
distributions de LOD scores obtenues pour leurs meres. La probabilité qu’un parent male
provienne de la population i est obtenue en calculant la proportion de parents simulés
présentant un LOD score plus faible. On obtient ainsi deux probabilités, la probabilité que le
parent male provienne de la population 1 et la probabilité que le parent male provienne de la
population 2. Un parent male est assigné a une population si sa probabilité de provenir de
cette population est 0,025<p<0,975 et si le LOD score obtenu ne se situe pas dans la zone de
chevauchement des deux courbes de distribution. Un parent male rejeté des deux populations

est considéré comme non assigné.

Une deuxiéme méthode de simulation consiste a construire les génotypes des
descendants a partir d’'un échantillonnage mendélien des alleles de la mere et a partir d’'un
échantillonnage aléatoire des alleles présents dans la population 1 ou 2. Dans ce cas
I’échantillonnage se fait en considérant les fréquences alléliques non modifiées. Cette
méthode suppose de respecter 1’équilibre de Hardy-Weinberg. En pratique, les résultats
donnent des résultats tres similaires : les probabilités que le pére des descendants appartienne

a chaque population sont peu différentes et les assignations sont identiques.
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Deux étapes du programme ont été testées :

- Nous nous sommes assurés que la création des individus simulés, utilisés pour générer les
courbes de distribution des LOD score, respecte bien les fréquences alléliques des populations
sauvages et cultivées. Pour cela, nous avons généré 1000 individus par mére. Dans un premier
temps, les individus sont créés a partir d’un alléle maternel et d’un alleéle d’individu tiré au
hasard dans la population sauvage (soit 14000 individus) et cultivée (soit 14000 individus).
Nous avons ensuite créé les individus a partir d’un alléle maternel et d’un allele tiré au hasard
dans la population sauvage (soit 14000 individus) et cultivée (soit 14000 individus). Que la
création des individus se fasse a partir d’un individu tiré au hasard ou des fréquences
alléliques, les fréquences alléliques obtenues pour I’ensemble des descendants simulés sont

identiques aux fréquences alléliques des populations sauvage et cultivée.

- Nous nous sommes assurés que la méthode utilisée permet une assignation correcte du
parent male d’un individu. Pour cela, nous avons généré des individus a partir d’un alléle
maternel et d’un allele d’un individu tiré au hasard dans la population sauvage (soit 1000
individus), puis dans population cultivée (soit 1000 individus). Chaque individu est ensuite
assigné en utilisant le programme décrit ci-dessus. Les résultats nous montrent que 95,9% des
individus ayant un pére sauvage ont un parent male assigné a la population sauvage. Les
individus restants sont non assignés : 2,4% ont un p(gamete=sauvage)>0,975 et 1,7% ont un
p(gamete=sauvage)<0,025. Ces valeurs ne sont pas différentes des valeurs attendues (test du
Khi2, p=0,11). 95,6% des individus ayant un pere cultivé ont un parent méale assigné a la
population cultivé. Les individus restants sont non assignés: 2,6% ont un
p(gamete=cultivé)>0,975 et 1,8% ont un p(gamete=cultivé)<0,025. Ces valeurs ne sont pas
différentes des valeurs attendues (test du Khi2, p=0,16). Les 5% de parents non assignés
obtenus correspondent aux 5% de parents non assignés attendus par chance. Les parents sont
tous correctement assignés. De plus, les moyennes des probabilités obtenues pour les
individus ayant un pére sauvage et pour ceux ayant un pere cultivé ne sont pas différentes de
0,5 (test du Khi2, p=0,33). Le programme permet donc une assignation correcte des parents

males.
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B. Résultats

Les résultats sont présentés dans un projet d’article "Farmers’ use of sexual
reproduction in a vegetatively propagated crop. The case of yam farmers in Benin". Cet article

est présenté a la fin du chapitre.

77



CHAPITRE Il. ENNOBLISSEMENT ET REPRODUCTION SEXUEE

II. Ennoblissement et création variétale

Pour déterminer si I’ennoblissement permet aux paysans d’introduire des génotypes
nouveaux dans le pool cultivé, nous avons analysé la diversité génétique d’ignames sauvages
(D. abyssinica et D. praehensilis), cultivées (D. rotundata) et pré-ennoblies. Nous avons
cherché a déterminer a quelle espéce appartiennent les individus pré-ennoblis ou, le cas
échéant, s’il s’agit d’hybrides interspécifiques. Puis nous avons recherché I’existence de

génotypes sauvages et hybrides interspécifiques dans le pool cultivé.

A. Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

La premicre analyse a été réalisée avec des AFLP pour obtenir une vision globale du
processus d’ennoblissement. Cependant, les AFLP se sont révélés trop peu informatifs pour
mettre en évidence I’existence d’individus hybrides et pour réaliser des assignations. Nous
avons donc réalisé une seconde analyse avec des microsatellites nucléaires dés que ceux-ci
ont été développés (Tostain et al. 2005).

Les effectifs analysés avec les marqueurs AFLP et microsatellites sont un peu
différents puisque, pour certains individus, I’analyse AFLP a consommé tout I’ADN
disponible. Les individus analysés avec les microsatellites correspondent donc a un sous-
échantillonnage des individus analysés par AFLP. Nous indiquerons ici uniquement les

effectifs utilisés dans ’analyse avec les microsatellites.

Cette étude a été menée a deux échelles différentes. Nous avons analysé le processus
d’ennoblissement dans un seul village du nord du Bénin et de fagon plus globale au niveau du
Bénin en entier. Cette double échelle nous permet dans un premier temps, d’assigner des
individus pré-ennoblis dans les populations sauvages et cultivées locales. Nous espérons ainsi

augmenter le pouvoir de I’assignation. Dans un second temps, I’analyse au niveau du Bénin

78



CHAPITRE Il. ENNOBLISSEMENT ET REPRODUCTION SEXUEE

permet de généraliser ou non les conclusions obtenues dans un seul village. Cette fois, les
individus pré-ennoblis ne sont pas assignés a des populations sauvages et cultivées locales.
L’assignation risque donc d’étre moins puissante s’il s’avere que la diversité génétique des

especes sauvages et cultivées est structurée géographiquement.

La premicre analyse s’est faite dans le village de Gorobani du nord du Bénin. Une
¢tude conduite par Baco (2000) a permis de repérer les paysans pratiquant 1’ennoblissement.
Seuls 6 paysans parmi les quelques 350 paysans du village pratiquent encore aujourd’hui
I’ennoblissement. Cinq paysans ont été sélectionnés. Ces cinq paysans sont les mémes que
ceux sélectionnés pour réaliser [I’échantillonnage de I’analyse des hybridations
interspécifiques. L’échantillonnage des individus sauvages et cultivés est le méme, c’est-a-
dire 105 tubercules sauvages (D. abyssinica) et 46 cultivés (D. rotundata). Nous avons aussi
prélevé 9 tubercules pré-ennoblis dans les champs de ces cinq paysans. Deux variétés parmi
celles collectées sont décrites par les paysans comme directement issues de I’ennoblissement
de D. abyssinica. Les tubercules ont été mis a germer en serre et I’ADN a été extrait a partir
de ’apex des jeunes tiges. Les individus ont été génotypés avec 11 marqueurs microsatellites
(1A01, 1C12, 1F08, 2C05, 2D06, 2D08, 2E07, 2E09, 3B12, 3F04 et 3G04 Tostain et al.
2005).

La seconde analyse s’est faite dans huit villages répartis dans le nord, le centre et le
sud du Bénin. Au nord, nous avons travaillé dans les villages de Gorobani, Guessou Bani,
Wari et Yarra, au centre dans les villages d’Assaba et Djagballo et au sud dans les villages de
Gounoukouin et Amakpa (Figure II-1). Tous ces villages ont, au préalable, fait 1’objet
d’enquétes sur la pratique de ’ennoblissement (Baco 2000, Okry 2000 et Houemassou Bossa
2001). Ces études nous ont permis de sélectionner les paysans pratiquant I’ennoblissement.
Trente tubercules pré-ennoblis ont ainsi pu étre collectés. Au total, 55 tubercules de I’espece
cultivée D. rotundata ont été collectés dans I’ensemble des huit villages. Les variétés
collectées sont représentatives des variétés les plus cultivées au Bénin (Dansi et al. 1999). A
cet échantillonnage, s’ajoutent 10 tubercules de la variété Gban prélevés dans 6 villages
différents du département de I’ Atlantique (Figure II-1). Selon les dires paysans, cette variété,
cultivée uniquement dans cette région, provient directement de 1’ennoblissement de 1’espece
sauvage D. praehensilis. Les individus sauvages ont été collectés de sorte & couvrir au mieux
I’aire de répartition des espéces D. abyssinica et D. praehensilis (Hamon et al. 1995, Figure

II-2). 71 D. abyssinica et 33 D. praehensilis ont été échantillonnés. Cet échantillonnage a été
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Villages : Groupes ethniques Espéces sauvages
majoritaires : présentes :
Yarra
Guéssou Bani Bariba (65%) D. abvssini
s.p. Sinendé ariba o . abyssinica
i P Gando (22%)
Gorobani Warri
Togo Nigeria
.Banté Djagbalo
D. abyssinica
Nagot (88%) D. praehensilis
Assaba
. Gounoukouin
Fon (70%) D. praehensilis
0 km s.p. Djidja
@ Sous préfecture (s.p.)
m Village
Département de Fon (73%) D. praehensilis
I'Atlantique Présence d’une variété particuliére : Gban

Figure II-1. Zones de collecte des individus cultivés et pré-ennoblis.

100 km

A D. prachensilis < D. abyssinica

Figure II-2. Positions géographiques des individus sauvages D. abyssinica et D. praehensilis
collectés pour I’analyse de I’ennoblissement au niveau national.
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réalisé entre 1996 et 2001 par S. Tostain en collaboration avec le laboratoire de Génétique de
Cotonou.

Les tubercules ont été mis a germer en serre et I’ADN a été extrait a partir de 1’apex
des jeunes tiges. Dans un premier temps, ces individus ont été analysés avec quatre couples
d’AFLP (E-ACA/T-CTC, E-ACT/T-CTC, E-ACA/T-CTT et E-AGC/T-CTT). Puis ils ont été
analysés avec 11 marqueurs microsatellites (1A01, 1C12, 1F08, 2C05, 2D06, 2D08, 2E07,
2E09, 3B12, 3F04 et 3G04, Tostain et al. 2005).

2. Analyses génétiques des données AFLP

L’analyse des résultats obtenus avec les AFLP nous a servi a explorer la diversité
génétique des especes sauvages et cultivée. Elle nous a aussi servi a nous faire une premiére
idée de I’origine des individus pré-ennoblis. Pour cela, deux types de classifications ont été

utilisées : I’analyse en composantes principales (ACP) et la représentation sous forme d’arbre.

Les méthodes factorielles comme 1I’ACP ont pour objectif de repérer des structures
fortes dans une population en se débarrassant le plus possible des effets individuels (Perrier et
al. 1999). Le but des analyses factorielles est de ramener les n dimensions d’un nuage de
points a quelques axes indépendants expliquant un maximum de I’inertie du nuage de points.

Une ACP a été réalisée sur I’ensemble des individus sauvages et cultivés avec le
logiciel STATISTICA 6 (StatSoft 2001). Les individus pré-ennoblis sont projetés en tant que
points supplémentaires, ils ne participent donc pas a la définition des axes. L’origine de ces
individus est déduite graphiquement a partir du nuage de points obtenu sur les deux premiéres

dimensions, celles expliquant le plus de variance.

Les représentations sous forme d’arbres cherchent a représenter au mieux les relations
individuelles. Elles se basent sur une matrice de distances génétiques individuelles.

Nous avons réalisé un arbre selon la méthode du Neighbor-joining (Saitou et Nei
1987) a partir de la matrice de distance génétique calculée selon la Shared Allele distance
(Dsa, Chakraborty et Jin 1993). Dans cet arbre, tous les individus sauvages, cultivés et pré-

ennoblis ont ét¢é inclus.

Ces deux méthodes de classification présentent plusieurs inconvénients. Tout d’abord,

les résultats sont trés dépendants de la distance et du type de représentation choisis. De plus,
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I’assignation se base sur des groupes définis graphiquement. Ces groupes sont subjectifs et
dépendent de la fiabilité de la classification réalisée sur le terrain. S’il existe des individus mal
classés ou intermédiaires la définition de ces groupes sera imprécise. L’absence de données
statistiques nous empéche de savoir quelle confiance apporter aux résultats. Malgré tout, ces
méthodes de classification nous permettent d’avoir une premiére image de la diversité des

ignames sauvages et cultivées ainsi que de 1’origine des individus pré-ennoblis.

3. Analyses génétiques des données microsatellites

a. F-statistiques

Définies par Wright (1951), les F-statistiques permettent de décrire I’écart a 1’équilibre
de Hardy-Weinberg observable pour des sous-populations reliées par la migration selon un
modele en ile. Nei (1977) décrit les trois statistiques Fg, Fis et Fi; a partir des hétérozygoties

attendues et observées :

avec :
H,, hétérozygotie attendue dans la population totale sous I’hypothése de Hardy-Weinberg.
H,, hétérozygotie attendue dans la sous-population sous ’hypothése de Hardy-Weinberg.

H,, hétérozygotie observée dans la population totale.

Le F;; mesure I’écart global a 1’équilibre de Hardy-Weinberg.

Le Fis mesure I’écart a 1’équilibre de Hardy-Weinberg dans les sous-populations. Un
Fis positif traduit un excés d’homozygotes et une valeur négative un déficit en homozygotes.
Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce résultat, notamment 1’existence d’un régime de
reproduction ouvert ou fermé. Cependant un Fjs positif peut aussi s’expliquer par une
mauvaise connaissance de la structure populationnelle, appelé effet Wahlund. En effet, si
deux sous-populations panmictiques dont les fréquences alléliques sont différentes sont
considérées et analysées comme une seule population, on observe globalement un exces
d’homozygotes. Pour notre analyse, les Fjs et leur significativité (test exact) ont été calculés

pour chaque espéce avec le logiciel GENEPOP 3.4 (Raymond et Rousset 1995).
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Le Fy mesure I’écart a Hardy-Weinberg di a la différenciation entre sous-populations.
Le Fy est couramment utilis¢é pour déterminer s’il existe des flux de génes entre des
populations. En effet, plus la valeur du Fy est élevée, moins il y a d’échange entre les

populations. Weir et Cokerham (1984) donnent un nouvel estimateur du Fg :

avec 0,, la probabilité¢ d’identité de deux alleles a I’intérieur d’une sous-population et 03, la
probabilité d’identité de deux alléles entre des sous-populations différentes.

Cet estimateur est calculé par une analyse de variance réalisée sur les fréquences
alléliques des différentes sous-populations (Weir 1996). Cet estimateur permet donc de

mesurer la différence entre les fréquences alléliques des sous-populations.

Plus tard, Slatkin (1995) a défini un équivalent du Fy adapté aux particularités des
marqueurs microsatellites, le Ry. Alors que le Fy est basé sur des différences de fréquences

alléliques, le Ry est basé sur des différences de tailles alléliques :

avec S, la moyenne des différences au carré des tailles alléliques entre les paires d’alleles et
Sw, la moyenne de la somme des différences au carré des tailles alléliques entre chaque sous-

population.

Le calcul du Ry est basé sur ’hypothése que les microsatellites mutent selon un
modele SMM (stepwise mutation model). Sous ce modele, chaque mutation crée un nouvel
allele par addition ou délétion d’une seule unité de répétition. Dans ce cas, la distance entre
deux alleles est directement corrélée avec la taille de ces alleles : plus les alleles sont
différents, plus la distance entre ces all¢les est grande.

De nombreux auteurs ont étudié¢ les caractéristiques des Fy et Ry (revue dans Balloux
et Lugon-Moulin 2002 et Estoup et al. 2002). Il en ressort que le Fg est une statistique trés
dépendante du taux de mutation, surtout si le taux de migration est faible. Il aura tendance a
sous-estimer la différenciation entre des populations trés structurées. Le Ry est lui
indépendant du taux de mutation, a condition que le modele SMM soit respecté, mais ce

modele n’explique pas parfaitement les patrons de mutation observés. De plus, le modele
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SMM n’implique pas de contrainte de taille, or il semble que la taille des microsatellites soit
effectivement contrainte. Dans ce cas, la corrélation taille/distance est faussée et le Ry s’avere
moins performant que le Fs. Enfin, le Ry présente une forte variance. Pour Rousset (2000),
I’utilisation des Fy donne toujours de meilleurs résultats que celle des Ry. Nous avons donc
choisi d’utiliser les Fy plutdt que les Ry méme si nous travaillons avec des microsatellites.
Pour notre analyse, les Fg entre chaque espéce ont été estimés selon la méthode de Weir et
Cokerham (1984) et leurs significativités ont été testées (G test) avec le logiciel FSTAT 2.9.3.2
(Goudet 2002).

b. Tests d’assignation

Trois types de méthodes sont utilisables pour assigner des individus a des populations,
les méthodes basées sur les distances génétiques, sur les fréquences alléliques et les méthodes

bayésiennes.

Méthode basée sur les distances génétiques

L’assignation par la méthode des distances consiste a calculer une distance génétique
entre 'individu a assigner et chaque population candidate. L’individu est assigné a la
population dont il est génétiquement le plus proche.

Le principal avantage de cette méthode est qu’il n’est pas nécessaire que 1’équilibre de
Hardy-Weinberg soit respecté et que les locus soient indépendants. Elle est cependant tres
dépendante de la distance génétique choisie. Cornuet et al. (1999) ont testé I’efficacité de
différentes distances sur un jeu de données simulées. En considérant 10 populations de 90
individus, divergeant de 200 générations, I’assignation basée sur 20 locus suivant un modele
de mutation SMM montre que 35% des individus sont correctement assignés avec la distance
de Goldstein et al. (1995) contre 80% avec la distance de Cavalli-Sforza et Edward (1967).

Les assignations basées sur les distances sont réalisables avec le logiciel GENECLASS2

(Piry et al. 2004).

Méthode basée sur les fréquences

Cette méthode, développée par Paetkau et al. (1995), consiste a assigner un individu
dans la population dans laquelle le génotype de cet individu est le plus probable. La
vraisemblance que le génotype de I’individu provienne de chaque population candidate est

calculée a partir des fréquences alléliques de ces populations.
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Cette méthode suppose que 1’équilibre de Hardy-Weinberg soit respecté dans les
populations candidates et que les locus soient indépendants. Il est aussi nécessaire que
I’échantillonnage permette une estimation correcte des fréquences alléliques. De plus, cette
méthode suppose que tous les alleles de I'individu soient présents dans la population
candidate sans quoi I’individu sera systématiquement rejeté de la population. L’existence
d’alleles rares ou d’effet d’échantillonnage peut donc fausser les résultats. Pour pallier ce
probléme, Paetkau et al. (1995) et Cornuet et al. (1999) proposent soit d’ajouter
systématiquement I’individu a la population candidate pour le calcul des fréquences
alléliques, soit de remplacer chaque fréquence nulle par une valeur faible.

Ce type d’assignation est réalisable avec le logiciel GENECLASS2 (Piry et al. 2004).

Méthodes bayésiennes

Les méthodes bayésiennes permettent de réaliser des inférences a partir de modeles
complexes dont les parameétres sont interdépendants (Beaumont et Rannala 2004). Elles

reposent sur le théoréme de Bayes :
P(B|A) = P(B) P(A|B) / P(A)
ou P(A) est la probabilité¢ de A et P(A|B) est la probabilité d’observer A sachant B.
Si on considére des données (D) et des paramétres (@) associés a ces données, on a :
P(®|D) = P(®) P(D|®) / P(D)
P(®), appelé Prior, et P(D|®D), appelé Vraisemblance (des données par rapport aux
parametres), sont définis a priori a partir des connaissances acquises sur le modele
biologique. Les méthodes bayésiennes permettent d’estimer la probabilit¢ P(®|D), appelée
Posterior, des paramétres @ au vu des données D obtenues.
Dans le cas d’un test d’assignation, il s’agit de calculer la probabilité qu’un génotype

soit résident ou immigrant sachant les fréquences allé¢liques dans différentes populations et le

taux de migration. Un exemple numérique est donné dans I’Encadré 1.
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Encadré 1

Exemple d’assignation a partir d’une méthode bayésienne.

L’exemple donné est tir¢ de Beaumont et Rannala (2004).

Prior P(®) | Vraisemblance P(D|®) | P(®) x P(D|®) | Posterior P(®|D)
Immigrant 0,1 0,01 0,001 0,0012
Résident 0,9 0,95 0,855 0,9988
Total 1 P(D) : 0,856 1

Soit une population d’individus haploides dans laquelle on trouve des individus résidents et
des individus provenant d’une autre population par immigration. Les informations obtenues
par ’analyse de cette population nous permettent de penser que la probabilité de tirer au
hasard un individu immigrant est de 0,1. Cette valeur correspond au Prior P(®). Deux all¢les,
A et B, existent dans cette population. Seul I’allele A est traité dans cet exemple. Toujours
d’aprés nos connaissances sur la population, il semble que la vraisemblance d’un allele A
d’appartenir a un individu résident est de 0,95 et celle d’appartenir a un individu immigrant
est 0,01. Ces valeurs correspondent a la Vraisemblance P(D|®). En multipliant la valeur du
Prior par la valeur de la Vraisemblance, on obtient la probabilité d’observer un immigrant ou
un résident avec I’allele A. La somme de ces valeurs nous donne la probabilité P(D)
d’observer un alléle A dans la population, indépendamment du statut immigrant ou résident.
Enfin, en divisant les valeurs de P(®) x P(D|®) par P(D), c’est-a-dire en rajustant les valeurs
pour que leur somme fasse 1, on obtient le Posterior P(®|D). Cette valeur correspond a la
probabilité qu’un individu de génotype A soit immigrant ou résident.
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Le principal avantage des méthodes bayésiennes est de pouvoir traiter des variables
interdépendantes avec un temps de calcul inférieur a des méthodes telles que le maximum de
vraisemblance. Ces méthodes ont souvent été décries en raison de la part de subjectivité

qu’elles imposent dans le choix de la probabilité du Prior (Shoemaker et al. 1999).

Il existe différents tests d’assignation basés sur les méthodes bayésiennes. La méthode
décrite par Rannala et Mountain (1997) est réalisable dans le logiciel GENECLASS2.
Cependant, la méthode la plus utilisée est celle réalisable avec le logiciel STRUCTURE 2.0
(Pritchard et al. 2000). Cette méthode combine I’inférence de structures populationnelles et
I’assignation d’individus. Elle considére que toutes les populations sont a 1’équilibre de
Hardy-Weinberg et que les locus sont indépendants a I’intérieur des populations. Le logiciel
cherche a construire des populations respectant Hardy-Weinberg et 1’indépendance des locus
tout en calculant pour chaque individu le pourcentage de son génome qui provient de chaque

population.

Choix des méthodes d’assignation utilisées

Cornuet et al. (1999) montrent sur un jeu de données simulées que la méthode
d’assignation bayésienne de Rannala et Mountain (1997) donne de meilleurs résultats que la
méthode basée sur les fréquences de Paetkau et al. (1995), elle-méme étant plus performante
que les méthodes basées sur les distances, et ce quelque soit la distance testée. Cependant, les
données simulées respectent les deux conditions sur lesquelles sont basées les méthodes par
fréquences et bayésiennes, a savoir I’équilibre de Hardy-Weinberg et I’indépendance des
locus. La plupart des jeux de données réelles analysés ne respectent pas forcément ces deux
conditions. Pourtant, Cornuet et al. (1999) indiquent qu’en introduisant un exces
d’homozygotes dans les données simulées, les méthodes basées sur les fréquences et les
méthodes bayésiennes sont toujours plus performantes que les méthodes basées sur les

distances.

Nous avons donc choisi d’utiliser la méthode d’assignation bayésienne du logiciel
STRUCTURE pour déterminer la population d’origine des individus pré-ennoblis. Cependant,
pour s’assurer de la robustesse de nos assignations, elles ont aussi été réalisées avec la
méthode des fréquences de Paetkau et al. (1995) et avec la distance de Cavalli-Sforza et
Edwards (1967) grace au logiciel GENECLASS2. Cette distance est celle qui donne les

meilleures assignations selon Cornuet et al. (1999).
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Le logiciel STRUCTURE a été développé pour travailler avec des marqueurs co-
dominants. Il est utilisable avec des marqueurs dominants mais dans ce cas chaque individu
doit étre traité comme haploide, c’est-a-dire avec un all¢le et une donnée manquante a chaque
locus. Selon Pritchard et Wen (2003), I'utilisation de ces marqueurs n’est pas correcte vis-a-
vis du modele implémenté. Cependant, il leur semble raisonnable de penser que les résultats
sont peu biaisés, particulierement si le nombre de locus est important. Nous avons réalis¢ les

assignations avec les données AFLP, mais uniquement a titre de comparaison.

B. Résultats

Les principaux résultats sont présentés dans deux articles. "Genetic nature of yams
(Dioscorea sp.) domesticated by farmers in Benin (West Africa)", accepté dans Genetic
Resources and Crop Evolution, correspond a I’analyse des données AFLP. "Farmers’ use of
sexual reproduction in a vegetatively propagated crop. The case of yam farmers in Benin" (en
préparation), correspond a I’analyse des données microsatellites. Enfin, la comparaison des
assignations obtenues par différentes méthodes (distance, fréquence, Bayésienne) et avec les
deux types de marqueurs (AFLP, microsatellites) est présentée dans le chapitre "Résultats

complémentaires" suivant ces deux articles.
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Article II : Genetic nature of yams (Dioscorea sp.) domesticated by farmers in Benin (West

Africa)

Nora SCARCELLI, Serge TOSTAIN, Cédric MARIAC, Clément AGBANGLA, Ogoubi
DAINOU, Julien BERTHAUD et Jean-Louis PHAM

accepté dans Genetic Resources and Crop Evolution
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MM Genetic Resowces and Crop Evoluriosr O |- 1), 2004,
‘v & 200 Khiwer deademic Publishers. Princed in the Netheriands. i

Genetie nature of yams (Dioscorea sp.) domesticated by farmers
in Benin (West Africa)

Nora Scarcelli™”, Serge Tostain', Cédric Mariac’, Clément Agbangla®, Ogoubi Dainou’,
Julien Berthaud' and Jean-Louis Pham'

'Equipe DYNADIV, UMR 1097 Diversité et Génomes des Plhimies Culrivées, Institut de Recherehe pour le
Développement (IRD), BP 64501, 34394 Monpellier cedex 3, France: *Laboraiire de Géndtigue,
FAST-Universitd d Abomev-Calavi, BF 526 Ceowonou, Bénin: *Fduthor for covvespondence  {email.
nora scarcellicomplivd fr; phone: 33-G-467416245 fax: 33-0-464416222}

Reoerved 22 December 2003; sccepted in revised (orm 23 July 2004
Key words: AFLP. Benin, Dioscorea sp., Farmers” practices. Genetic diversity, Spontancous vam

Abstract

‘Pomestication” 1s a traditional farmers” practice reported for yams { Dioscorea sp.) in Benin (West Adrica).
It involves introducing “spontancous’ (naturally ocowrringd vams. supposedly wild (D, gbyssinics and
D. prachensilisy. inovarieties of the Do cayenensiz- I romndatg cuduvated species complex. In this study, we
established the genctic nature of “predomesticated” vam plants using the amplified fragment length polv-
morphism (AFLP) techaique. A total of 213 accessions, consisting of 32 predomesticated yvams, 70
D cayenensisy D, ronadata, 86 D, abvssinica and 25 D, prachensilis yams were analysed, Using 91 AFLP
markers, three groups of accessions were distinguished, broadly corresponding to the above botanical
species. OF the 32 predomesticated accessions, 16% were clustered with D, prachensifiv, 37" with
D. abyssinfea and the remaining 47% with I gayenensiy DL rotendata, These results demonstrated the use
of wild plants by farmers in thele domestication process, and suggested that plants derdved Trom interva-
rictal and mterspecific hvbridisation may also be subjeet to this process, This study has shown that theough
domestication farmers mfluence and incrcase the genetic diversity in vam by using sexual reproduction of
wild and possibly cultivated yams,

Introduction Terauchi et al, (1992), Hamon ¢t al. (19935) and
Ramser o al. (1997} showed, using isozymes and

Yam {{oseorea spyis the second most important RFLP {restricion fragment length  polymor-

tuber crop in Africa after cassava. West African
farmers produce more than 90% of the world’s
vams (FAOSTAT 2003) In West Africa, cultr-
vated varos mostly belong to the I cavenensis D,
rotundata (D, cavenenxis Lany, D, rotmdata Poir.)
complex. In Benmn, the wild specics DL abyssinica
Hochst. ex Kunth and D prachensilis Benth. oceur
sympatrically - with  the  cultivated  complex,

plasm), that these wild species are the main pro-
genitors of the cultivated complex, However, they
could not diseriminate the theee species with these
markers and hence proposed that they are closely
refated.

Wild vams mainly reproduce sexually while cul-
tivated vams are vegetatively propagated. How-
ever, many vam cultivars have limited Nowering
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potential and thus hybridisation between varieties
has been used in varietal improvement {Sadik and
Okereke 1975 Hamon of al. 1997 Dansi ot al.
1999).

Only a few studies have deall with processes
affecting the genctic diversity of vegetatively
propagated crops. Studies on cassava and potato
have shown that sexual reproduction does take
part in increasing genetic diversity through certain
farmers’ practices (Quiros et al. 1992; Roa ot al.
1997: Elias et al. 2000; Ortiz 2001). The purpose of
this study was 1o assess the coffect of farmery
practices on the diversity of D, cavenensis-0. ro-
fundaia cultivars,

In West Afdea. social scientists have docu-
mented an original practice called “domestication’
that s implemented by certain yam farmers, (Baco
2000; Dumont and Vernier 2000; Okry 2000,
Houemassou Bossa 2001 Mignouna and Dansi
2003; Tostwm ot al 2003; Vernser ¢t al, 2003}, In
the case of vam, “domestication’ involves the
adapiation of spontancouns plants o cultivation
constraints without genetic changes. To avoid
confusion, we use the word “spontancous” for
plants growing without farmers help, and wild
for plants identilied as a wild spedies. According (o
this definiion, spontancous” is a general term
referring to hybnid, volunteers and even wild yams.

During the domestication of  spontancous
plants, farmers try to obtain some modifications in
tuber form, size and taste. They use only vegetative
multiplication and never sexual reproduction.
First, farmers select o spontancous {uber for is
likeness to cultivated varieties and plant 3t in their
fields. In this paper, we use the name “predomes-
ticated” vams in reference to plants that farmers
intend to domesticate. For at least 3 years, larmers
submit  the predomesticated tuber 1o stress,
¢.z. two harvests of the tuber during the cultiva-
ton ovele, to oblgin phenotvpie modifications m
the plant. If they are satsfied with the modifica-
tions, the tuber is mixed with tubers of a similar
variety or gives rise o a now vanety (Dumont
1982 Dumont and Vernier 2000; Tostam et al.
2003 Vernder et all 2003 Dumont and Vernier
(2000} reported that no genetic changes are ex-

vegetalive propagation s used. and that domesti-

cated plants produced return to their wild aspect if

they are no Jonger cultivated. The mechanism
underlving  the  phenotvpic modifications s

unknown. They could resudt from  phenotypie
plasticity, epigenctic modifications (Tostain et al.
2003) or somatic mutations, The latter  two
explanations are compatible with the fuct that
morphological changes are maimtained  through
vegetative multiplication.

For numerous authors, predomesticated plants
are wild varss, principally D ebyssincoe and
D. praehensilis, because farmers colleet them from
non-cultivated areas { Hamon et al 1992 Dumont
and Vernier 2000; Mignouna and Dansy 2003,
Tostain ot al. 2003). The latter authors concluded
that domestication, us practised by farmers, results
in gene How between the cultivated species com-
plex (D cavenensivo D). rotindda ) and its wild re-
lated species. Mowever, Mignouna and  Dansi
{2003} recently showed by morphological analysis
that predomesticated plants could not always be
clearly identified as belonging 1o either wild or
cultivated species.

It is important to clarily the nature of sponta-
nepus vams that farmers select for domestication
i order to uwnderstand  the consequences of
domestication on yam diversity, In this paper, we
present results on the sature of predomesticated
plants used i Benin, We nsed wmplitied Pragment
fength polvmorphistm (AFLP) o distinguish the
two wild species D abpssinica and D prachensiliy
from the D cavenensis D ronudata cultivated
complex i order 1o assign predomesticated plants
i cach species,

Materials and methods
Plant material

Incall, 213 vam plants from Benin were analysed.
There were 70 cultivated plants (D, covenensis- D,
rotundaia, as deseribed by Hamon ot all 19863, 32
predomesticated plants, 86 D, abvwsinica and 25
D pracheasilis (Figure 1) Wild plants were col-
lected 1o cover the distribution area of D afyasi-
wicee and Do pracheasifis,  The  botanical
classification was based on morphological chare
acters (Hamon et al. 1995), Nine samples collected
in southern Benin were attributed 1o D, abyssinica
but seemed to be intennediate between D, prae-
hensifiy and D, gbyssinica. The sampling of culti-
vated and  predomesticated  plants ook into
aecount information derived from social studies of
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3
Distribution ares of D, abyasinica
Sympatric zone hetween 0. abvssinica and 1. pravhensidis
Distribution ares of D, prachensilly
* [ prachensilis (283
o D abvssinica (86)
8 [ cavenensis-IL rotwudato (70} and pre-domesticated plants (32
Figwwe 1. Geographical onigmn of plant samples. £ gbvasintea, o suvannah vam, grows in northern and wotral Benin and I prae-
fensilis, a forest yam, grows in the cenire and south, A sympatric aren in ceniral Benin was dovumenied by Hamon ¢ al (1995
147 domestication practice {Baca 2000 Okry 2000; farmers who harvested tubers themselves and who 151
148 Houemassou Bossa 2001). Eight villages were se- stored their varieties separately were selected, This 152
149 lected for the importance of yam cultivation and selection was made 1o ensure correct plant ddenti- |53
150 domestication practices, In these villages, only fication, especially for predomesticated plants. The 154
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4

cultivated tubers collected sere representative of
the most cultivated varietios i Benin {Dansi et al.
19991, ANl predomesticated plants found  were
collected.

The Bst and geographical origin of the studied
accessions are available from the authors.

DN A extraction

Total DNA was extracted from {resh apex m
sorbitol buffer (sorbitol G35 M. Tris 01 M.
EDTA 5 mM, bisulfite 0.5%), After centrnifugation
(9000 G, 1 main, 4 °C), samples were mncubated in
Mutab buffer (NaCl 12 M, Tris 0.1 M, EDTA
20 roM., Muatab 4% (Sigmadi for 4 hoat 65 °C and
treated with RNase A (Qbiogene) 30 nin at 37 “C.
Samples were treated twice with chloroform fiso-
amyl 24:1 (centrifugation 9000 G, 10 min, 10 “C).
DNA was precipitated with (L6 vol of sopropanol
fcontrifugation 14000 G, 15 mm, 4 “C), washed i
T0%G ethanol, dried and resuspended o stenle
wler.

AFLEF analysis

A shghtly modificd version of the protecal de-
seribed by Vos et al (19951 was used. Total DNA
(375 ng) was digested with EcoRI (3 Uy and Truld
{(SU) in YT JTango  buffer (MB1 Fermentas),
Ligation was performed with EcoRI adapters
(0 M), Trul adapters (1 gMy and T4 ligase
(2 U MBI Fermentasy ano s budfer {(IX)
Pre-amplification was performed via 20 PCR oy-
cles (94 °C 3005 36 °C 30 s, 72°C | miny using
EcoRD and  Trul  primers (01 gM) dNTPs
(200 @y, Tag polymerase (1 UL Promega, storage
buffer A} in its buffer (1X) and MgCl, (2.5 m)M).
The four primer combinatons EACATLOTC,
E-ACT T-CTC, BEAACATCTT and BEAGCT-
CTT were selected by screening 30 combinations.
Combinations with the same Trul primer were
mltiplexed m PCR. EcoRI primers were labelled
with the ﬂu.ﬂ{g_ﬁ;@nqﬁ dve {(IRDve 700 or IRDye
K00 nm. Li-Cor, Lincoln, NE, USA} so that mul-
tiplexed combinations had different dves. Specitic
amplification was performed by 46 PCR coveles
(94 °C 30 s, 65 %C 3 s, 0.7 °C per evele, 72 °C
I roin for 13 cveles, 94 90 30 <, 36 C 30 s 72 °C
Pomin Tor 33 eveles) with EeoRI primers (0.1 M

eachh, Trul primer (1 pMb ANTP (375 pM1 Tag
polymerase (L5 UY in s buffer (X)) and MgCly
(2.5 mML Amplification products were separated
on @ 6.5% acrylamide gel in a Li-Cor IR auto-
mated DNA sequencer {Li-Cor,  Lincoln., NE,
USA)L

Data analysis

Grel analysis was carried out with AFLP-Quan-
tar'™ Pro 1.0 (KevGene products BV, Wagen-
mgen, Netherlands), AFLP markers were scored
for present (1), absent (0} and ambiguous (7)
bands, Only polymorphic AFLP muarkers without
any ambiguous band were included in the analyvsis.
Thus there was no nissing data n the final matrix.

A neighbor-joining ree(NJ-Tree) (Saitou and
Nei 1987) was pencrated with the 213 mdivduals
using Population 1228 (Langella 20001 and
TreeView L6.6{Page 1996} Pair-wise genetic dis-
tances between all individuals were ealeulated
bused on the shared alleles distance (Chakruborty
and Jin 1992) using Population 1.2.28.

Principal component analysis (PCA) was per-
formaed wsing Statistica 6 (Statsolt Franee 2000,
STATISTICA wversion 6. www.statsalt.comy on
the 181 individuads of D abyssinica, D). prachensilis
and I cavenensiy IV rotundata. Predomesticated
mdividuals were projected on the same graph as
supplenientary points, o, they did net contribute
to the definition of principal components.

Variance components were caleulated by AM-
OVA conducted on D, abypssiiica, D, proctensilis
and D, cavenensis D, rofnmduie individuals, Pre-
domesticated  plants were not included. Signifi-
cance was tested by a resampling approach using
999 permutations. This analysis was carried out
using GenAlEx (Peakall and Smousse 2001 1

Resulls

AFLP analysis of 213 individuals revealed 510
bands  with the four primer combinations
{Tuble 1y, Only 26 bands were monomorphic and
the overall polymorphism level was 94.9%. Fur-
ther analyses were conducted on the 91 mawrkers
without missing data. All of these markers were
prosent moat least one D abpssindee individual.
Pightv-six percent of the markers were present in
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Table 1. Tatal number of hands detecied and muarkers seorad for differeni primer combmations

Primer combinations Totad number

Mumber of

Polymorphism Number of

of bands polvmorphic bands rate (Ma) markers seored
E-ACAM-OTC 108 98 90.7 14
E-ACTMOCTC 131 126 962 28
ANMCTT 134 128 955 23
E-AGUM-CTT 37 iz 9.4 6
Total i3kl 484 949 %1

D. prachensilis and 92% i D cavenensis D, ro-
tundara, There was no diagnostic markers but only
specitic markers, which are present in at least one
mdividual of one species and absent from the other
species. Sixomarkers were specific 1o the wild spe-
cies. The frequency of four out of these six wild
specific markers was less than 10%. No markers
were specific of D, cavenensis D, rotundara.

Overalf genetic structwre

A neighbor-joining tree was built to classify all
mdividuals,  mcluding  predomesticated  ones
(Figure 23 The tree showed three clustered groups
that corresponded overall 1o the theee species D,
abyssinica, D. prachensifis and D, cavenensis- 1),
rofundaia.

This classification was well supported by AM-
OVA results on the genetic distance matrix of D,

rotundata individuals. The analvsis showed that
20% {p < 0.002) of the total genetic vanange
could be explamned by differences between the three
species. Eighty pereent (p < 0.002) of the genetic
variance was present within cach species.

Sixteen individuals did not cluster in the species
group in which thev were classified by morpho-
logical wemtifications, The results highlighted the
imtroduction of wild genotvpes in cultivated vari-
eties: three cultivated mdividuals (CR4, CR113,
CR1I4) clustered with the D). abyssinica group and
one (CRI3S) with the D prachensilis group. Vol-
unteers could be identified: three D prachensidis
mdividuals (P63, P225 and P428) clustered with
the D cavenensis D rotundate gronp.

The other mdividuals corresponded to the nine
mdividuals identified as D, abessinica but which
scemed to be mtermediate between D prachensifis
and Do abypssinica (see Materiads and methods).

Based on the genctic analysis, six individuals
(A4, A4T5, AdZE A422, A432) A436) clustered
with the D. prachensiliy group and three (A413,
Ad31 A43TY clustered with D cavenensis DY ro-
tundtara, We congidered that these mdividuals were
misclassificd since their morphological identifica-
tion was ambiguous, They were therefore not
considerad for the analvsis of predomesticated
plants.

The PCA was performed only on D, abyssinica,
D. prachensilis and D, capenensiv D). ronmduta
mdividuals 1o obtain another representation of the
genetic diversity  (Figure 3 Prodomesticated
plants were projected as supplementary individu-
als, The first and the second axes explained 107
and 5.4% of the genetic variance, respectively,

The results were consistent with those of the
NI-Tree. H we overlooked the misclassified indi-
viduals noted above, we observed three poles.
corresponding to the three species, The D, abyssi-
nica samples clustered together and separately
from the other individuals. There was a separation
between most of the IV prachensilis and D, cay-
enensiv- D roqardgio samples, but some individu-
als of the two species were mixed on the first two
axes as well as on the thivd and forth ases {not
represented),

Genelic nature of predomesticated planis

The analysis of predomesticated plants was based
on the tuee dusters corresponding to D, ahyssi-
rica, £ pravhensiliy and D0 cavenensis- 1), rotun-
daia, except for the nine intermediate individuals.

Based on the NJ-Tree (Figare 2), predomesti-
cated plants could be assigned to each of the three
species. Five individuals (16%) clustered  with
D pravhensiliv and 12 (37%) with D, afessinica.
Most of these samples had a band for at least one
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0. prashensihis
‘f" group

shtanissiesensevsanasvaies [ 5T

L2
Adn

D. cayenensis-
D. rotundala
Group

iy ! r‘—h-q'- e . -
Lo S o, 3 gl

D, abyssinica group

= 0. abyssinica

v ) prashensilis

----- 0. cayanensis- D. rolundata
—8 Predomesticated plant

Figwee 2, Unrooted peighbor-inining free based on shared alleles distance. Theee clusters were idendified, Shxteen plants named on the
tree were morphologically identified in one species but clustered with another species (A = D abpesiviea, P o= D prashessifis and OR
= D cavenensiv-f), rotundara).
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Fignwe 3. Graphic representation of the principal compoenent analysis (PCAY The PCA was based on %1 AFLP markers for 181
sumples From £ abvasinica, D, praehensilis, and £, cayenensiv—D. rotundate. The predomesticated plants were projected in the PCA as

supplementary points.

marker specific to wild species. Fifteen individuals
{47%) clustered with D, cavenensis-D. rotwnidate.
These samples had no band for the markers spe-
cifie to the wild species. In the PCA (Figure 3), the
assignment was similar but 14 predomesticated
samples were intermediate between D prachensilis
and £ cayenensis- 0. rotwndata These samples
were classified in cither D praehensilis or D0 cay-
enensis-D. rotindara by the N1-Tree,

Biscussion
Tdentification of the three species

The high polymorphism revealed by AFLP markers
allowed us to differentiate between D). abyssinica.
D. prachensifiv and D, cavenensis D, rolundata.

Isozvme and  chloroplast  DNA analvses
{Terauchs et al. 1992, Hamon et al. 1997) had not
shown this differentiation, likely because of the
lower polyvmorphismm of these markers, Our resnlis
confirmed those of Ramser ¢t al (1997} and
Tostain ot al. (2002} based on RAPD and different
AFLP primers.

The two wild speetes differ m morphology and
ceology (Hamon et al. 1995, Our results showed
that the morphological classification can be nus-
feading in seane cases. Nine individuals were
morphologically classified as D, abyyssiniea because
they did not exhibit very spiny roots i the tuber
crown (S, Tostain, personal communication), a
kev character of DL prachensilis {Hamon ot al
19951, However, thelr stems and Joaves were not
typical of IV abvssinice species. These samples
were collected inoan area where the presence of
D, abyssinica had not been recorded by Hamon o
al. (1995} (Figure 1) and they belonged to the
Do praehensifis genctic group i the molecular
analysis, Two hypotheses could be put forward to
explain these phenotypes which deviate from the
typrcal D prachensilis phenotype. First, these yams
could be interspeoific hvbads between D, proe-
frensilis and D, cayenensis DL rotundata. Some
hybridisations between these two spocies were
obtained by Zoundjihekpon ot al. (1994), See-
ondly, in & recent survey, we observed that i this
southern Benin area where these samples were
from, £ prachensifis plants are frequently har-
vested by local inhabitants. They harvest only a
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picce of the tuber without uprooting the plant
which can therefore be harvested several times
This practice s named  paracualture (Douning

1996). We hypothesise that successive harvests of

the tuber nduce phenotypic maodifications
D prachensilis planis submiited 1o this stress.,
Consequently, the harvested plants could not be
clearly identified as D, prachensifis.

This does not challenge the conclusion that
AFLPE markers are eficient for distinguishing
D, cavenensis-D. rotundata, D, abyssinica and
D praehensilis.

Nature of predomesiicared planis

Predomesiicared planty devived from wild species
AFLP analysis showed that half of the predo-
mesticated plants belonged o D abpsvinica and
D prachensitis species. This demonstrates that
farmers  select wild  plants for  domestication,
Numerous authors have assumed that domestica-
tion involves the use of wild plants (Hamon et al.
1992 Dumont and Vernier 2000; Mignouna and
Dansi 2003; Tostain et al, 2003), and we obtained
maoleeular evidence in support of this assumption.
D abvssinica and D, prachensilis species are
principadly propagated by sceds (Avensu and
Coursey 19721 Consequently, wild plants selected
by farmers are the result of sexual reproduction.
Sinee some predomesticated plants were geneti-
cally close to both D. cavenensis- . rofundara and
D prachensifis in the PCA, we hypothesise that
these plants are genetivally intemnediate between
wild and cultivated species and could be interspe-
cific hybrids, Interspectiic hybridisation was ob-
served by Zoundjthekpon et al. (1994). A decrease
in Howering ability 1s a domestication syndrome
trail since fanmers propagate vam vegetatively and
likely seleet genotypes that allocate more resources
to tuber developrent than to sexual reproduction
{Avensu and Coursey 19721 However, muany
varicties can flower and produce seeds (Hamon
et al. 1997 Danst ot al. 1999), Furthermore, the
syrapate situation of wild and cultivated speaes,
ficld introduction of wild plants during domesti-
cation and synchronisation of flowermg thme fa-
vour mter-spectiic hybridisation (Zoundjthekpon
et al 1994 Ellsuand et al. 1999; Tostain et ol
2003}, There are not enough specific AFLP
markers available Tor each species to confirm the

hybrid origin of mtermediate plants, With the
advent of microsatellite markers (Ternuchi and
Konuma 1994 Mignouna ot al. 2003y it will be
possible to analyse  hybridisation. and  gone
How between DU abyssinica, D praehensilis and
0. cavenensis- . ronmdata.

Predomesticaied plants devived Jrom cultivited
species

Forty-sevenr pereent of predomesticated samples
were assigned 1o the D cavenensis- £, ronmdaia
genetic group. This was unexpeeted. As far as we
are awarg, 1o social science studies have reported
that plants being domesticated by farmers belong
to cultivated species,

In this study, we found that three spontancous
plants morphologicully dentified as D, prachensilis
were clustered genetically with the I cayenensis-
D redundora group, This indicates that some cul-
tvated genotypes must grow outside the fields and
that favmers oy colleet them when gathering
spontancous plants. Two hypotheses could explain
the prasence of cultivated genotypes in the natural
habitat, First, these plants could be volunteers
derived Trom some cultivated plants that escaped
into the wild environment. Some tuber fragments
can be left behind in the ground dunng harvest.
Then they could grow the following yvear and be
harvested by farmers, since they frequently collect
predomesticated  plants from fallow lands near
their cultivated plants (Okry 2000, Mignouna and
Dansi 2003), However, these volunteers likely only
cocur in small numbers because vam s the main
crop species grown in the helds, In slash-and-burn
farming svstems i West Alrica, farmers generally
grow maize or collon the second wvear, thus
reducing the likelithood of volunteer yam devel-
opment (Baco 20001, Secondly, these planis could
be the result of natural inervanetal hvbridisation.
These  hybrids  can be  produced  through
cross-fertilisation among the numerons varetics
that wre simultancously cultivated i the same field
(Baco 20003, Seeds can then be dispersed and
germinated inside and outside the fields,

Farmers wsually select predomesticated plants
for iheir bkeness to coltbvated  varieties. For
example, in northern Benin, they Jook for plants
with large green stems, large white tubers and no
spines (Baco 20001 This could explain why nearly
half of predomesticated plants have a cultivated
genatype.
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Mignouna and Dansi {2003} proposed to replace
the tenm “domestication” with “eanoblerpent’. In-
deed, “domestication’ usually implies drastic ge-
netic changes 1n the material that do not take place
with this practice used by varn furmers. Our resnlis
showed that plants belonging to the cultivated
species were submitted to this practice, thus
strongly supporting this proposed  change
terminology.

Impact of domesitication on the diversity
af cuftivated varieties

The situation we desertbed i vam seams to be
quite similar to situations that provail with respect
to other vegetatively propagated plants. Studies in
cassava and potato showed that traditional farm-
ers” practices mvolve cultivating plants which grow
spontancously in the ficld. These plants are derived
from hybrdisation within cultivated species and
between cultivated and wild species. The studies
showed that these practices mamiain evolutonary
processes and are partly responsible for the great
genctic diversity observed (Quiros et al. 1992 Roa
et al 1997; Elias ¢f al, 2000; Ortiz 2001).

Yam domestication is not always successiul.
Many domestication attempts do not result m
cultivated plants (8 Tostain, personal conumuni-
cation). Since the predomesticated plaots we stud-
sed were not monstored over several years, we do
not know if these plants will ultimately be inte-
erated in cultivated vadeties, However, two culti-
vated individuals clustered with the D abywsinica
genetic group and three with the D prachensilis

group. This 1s evidence that the domestication of

wild plants can kead o mtegration of wild geno-
types mto the cultivated gene pool,

Our results revealed that the domestication
practice  involves plants  produced by sexual
reproduction of wild vams and probably cultivated
vams. Through the domestication practice, sexual
reproduction contributes  to the cvolutionary
dynamics of yvam. a vegetatively propagated plant,

Domestication is still practised in Benin, but this

trend is dechining, In northern Benin, about 3% of

farmers practised domestication in 1993 (Dumont
and Vernier 20003, while in 2000 (Tostain et al
20013} there were only around 1%, Moreover, vam
genctic diversity is threatened by the introduction
of improved varieties and other cultivated species.

9

For mstance, m Cdte d'Ivoire, most caltivated
vams belong to D wlara (Hamon et al 1997}, a
species from the Pacific Ocean region. Preservation
of locad knowledge seoms to be an mportant say
of conserving genctic resonrces (Brush 20000, The
domestication practice should thus be taken into
account if on-farm conservation plans are to be set
up (Baco 2003},
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Abstract

The erosion of biodiversity, particularly crop diversity, has given rise to international
genebanks that aim to preserve genetic resources. /n sifu conservation based on traditional
management has been advocated as a complementary approach. However, the impact of
traditional management on genetic diversity of vegetatively propagated crops is poorly
documented. In this study, we analysed the impact of an original traditional farmers’ practice
on the genetic diversity of yam (Dioscorea sp.) in Benin. We used eleven microsatellite
markers on yam tubers from a small village in northern Benin and demonstrated that wild x
cultivated hybrids are spontaneously formed. Yam farmers were also found to collect wild
and hybrid genotypes from surrounding savannah areas to try seeding them in their fields. We
finally demonstrated that some yam varieties have a wild or hybrid signature. Lastly, we
performed a broader ranging genetic analysis on yam material from throughout Benin and
showed that this practice is used in different ecological and ethno-linguistic regions. Through
this practice, farmers create new varieties with new genetic combinations via sexual
reproduction of wild and cultivated yams. This system, whereby a sexual cycle and asexual
propagation are mixed, ensures potential large-scale cultivation of the best genotypes while

preserving the future adaptation.
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Introduction

Since the Green Revolution of the 1960s and 1970s, international and national genebanks —
repositories of germplasm resources collected worldwide — were created to preserve crops
from genetic erosion. A complementary approach utilising farmers’ knowledge, named in situ
conservation, was recommended in the Convention on Biological Diversity (1992). For Brush
(1), by encouraging traditional selection and management of local populations, in situ
conservation leads to the preservation of evolutionary processes that create genetic diversity.
For example, it was assumed that farmers’ use of hybridization between traditional crops and
their wild relatives would increase their genetic diversity (review in 2). However, farmers’
selection of new genetic combinations created by hybridization was not clearly established,
and this was studied principally for plants propagated by seeds (e.g. maize (3) and pearl millet
(4), review in 2). How farmers use the sexual reproduction and the diversity of wild relatives
for vegetatively propagated crops is poorly documented. Here we propose to analyse farmers’
use of sexual reproduction of yam — a traditional vegetatively propagated crop — and its

consequences on genetic diversity.

Yam (Dioscorea sp.) is a vegetatively propagated crop. Yam fields in traditional
agroecosystems are seeded with tuber fragments from the previous harvest. In West Africa,
the main cultivated species is D. rotundata. Although many cultivated varieties of this
dioecious species produce seeds, no direct use of these seeds by farmers has ever been
reported. In Benin, D. rotundata grows in sympatry with two wild relatives: D. abyssinica in
northern Benin and D. praehensilis in the south (5, 6). Wild yam species reproduce sexually
(D).

In West Africa, sociological studies have documented a unique farmer practice (8, 9).
Following Mignouna and Dansi (10), we will call this practice “ennoblement”. Farmers
collect tubers of wild yams and plant them in their fields. They select tubers for their likeness
to cultivated varieties, e.g. in northern Benin, they look for plants with large green stems, with
large tubers and white flesh and without spines. According to farmers, some of these plants
develop — after 3-6 years of special cultivation practices — a tuber that is morphologically
close to those of cultivated varieties. The tubers are then multiplied and cultivated if farmers
are satisfied with their morphology. The biological process underlying the change in tuber
morphology and its maintenance over generations are unknown. In an experimental attempt to

cultivate the wild species D. praehensilis, Chikwendu and Okezie (11) observed changes in
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plant and tuber morphology over 8 years of vegetative multiplication. Further studies are
necessary to understand this process.

Plants going through the ennoblement process will be named ‘pre-ennobled’ yams in this
paper. Scarcelli et al. (12) obtained the first molecular evidence that pre-ennobled yams
include wild plants, as initially assumed, but also intermediate genotypes, which could be of
interspecific origin. The present study aimed to conduct an in-depth analysis on the genetic
consequences of ennoblement. First, we investigated in sifu interspecific hybridization
between wild and cultivated species and its use by farmers through ennoblement. Secondly,
we surveyed the outcome of the ennoblement process. No studies have monitored the entire
yam ennoblement cycle over several years to assess the success of this process. This
monitoring is difficult because of the length of the process (3-6 years). As a direct analysis
was not feasible, we analysed the diversity of cultivated genotypes in order to detect products
of ennoblement. We first conducted a case study in a village in northern Benin, and then
performed a country-wide survey to extend our conclusions on the genetic consequences of

ennoblement.

Material and Methods

Plant material. Village-level analysis. We collected materials to analyse the genetic origin of
pre-ennobled yams in the village of Gorobani, in northern Benin. In this region, crop fields
are set up in reclaimed wooded savannah. D. abyssinica, the wild relative species, grows in
sympatry with D. rotundata, the cultivated species, in the neighbouring savannah area.
Farmers cultivated 5 to 22 different yam varieties in their fields. Here, all tubers with the
same name were considered to be a variety. This suggests that a variety could contain
identical genotypes through vegetative propagation along with different genotypes if farmers
do not note any morphological differences. About 5% of the 350 farmers of the village
practiced ennoblement, and we selected five of these farmers for this study. We collected nine
tubers of pre-ennobled yams in the fields of the five selected farmers. We then collected wild
(D. abyssinica) samples in the savannah area surrounding the five selected farmers’ fields. A
total of 105 wild plants were collected. In each of the five fields, one tuber per cultivated
variety was collected, representing 46 cultivated samples (D. rotundata). Farmers claimed
that two of the sampled varieties were the result of ennoblement. The cultivated variety

“Ourou Yessingu¢” was identified as a cultivated variety that had been admixed with
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ennobled wild tubers. The cultivated variety “Dompikou” was described as the result of the
ennoblement of a single tuber of wild yam (D. abyssinica). We studied hybridizations
between wild and cultivated yam species by performing a paternity analysis on progenies of
wild and cultivated plants. In the five selected farmers’ fields, we collected 93 seeds from 7
cultivated plants and collected 102 seeds on 7 wild plants in the surrounding savannah.

Large-scale analysis. To get a wider picture of the impact of the yam ennoblement practice,
we also performed a large-scale study throughout Benin. We selected eight villages (Figure
II-3) where yam cultivation is important and ennoblement is practiced. The village sample
encompassed a broad range of situations with respect to geography, ethnicity and ecology. In
southern Benin, the two sampled villages, i.e. Gounoukouin and Amakpa, are inhabited by the
Fon ethnic group. In this region, the vegetation is principally rain forest where the wild
species D. praehensilis grows. Assaba and Djagballo, two villages of Nagot ethnic group,
were sampled in central Benin. The two wild species are parapatric in this region, as it is
covered by a mosaic of forest and wooded savannah, which are the habitats of D. praehensilis
and D. abyssinica, respectively. In northern Benin, four villages were sampled, i.e. Gorobani,
Guessou Bani, Wari and Yarra, representing the Bariba and the Gando ethnic group. D.
abyssinica grows in the predominant wooded savannah. We collected 30 tubers of pre-
ennobled yams in the eight villages. Fifty-six cultivated tubers of D. rotundata were collected
in the eight villages and were representative of the most cultivated varieties in Benin (13).
Among these samples, farmers claimed that the variety Gban was the result of the
ennoblement of D. praehensilis. We sampled 104 wild accessions, corresponding to 71 D.
abyssinica plants and 33 D. praehensilis plants, throughout the distribution area of the two

wild species in Benin (5).

DNA extraction and microsatellite analysis. Tubers were collected in the field and then
grown in a greenhouse. DNA extraction from stem apex was done following Scarcelli et al.
(15). For the paternity analysis, extractions were done from non-germinated seeds using the
same protocol. For the genetic analysis, 11 microsatellite markers (2D06, 2D08, 2E07, 1A01
3F04, 3G04, 1C12, 2C05, 3B12, 2E09 and 1F08) were amplified following Scarcelli et al.
(15). Migration was carried out using an ABI Prism'™ 3100 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Microsatellite alleles were scored using Genescan and Genotyper software

packages (Applied Biosystems).
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Figure II-3. Geographical origin of analysed samples.

For the large-scale analysis, cultivated and pre-ennobled samples were collected in the eight
villages located on the map, and wild samples (D. abyssinica and D. praehensilis) were
collected within the entire distribution range of these species. For the village-level analysis,
wild, cultivated and pre-ennobled plants were sampled in the village of Gorobani in northern
Benin.
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Data analyses. D. rotundata, D. abyssinica and D. praehensilis have 40 chromosomes and
were long considered to be tetraploid species. We have previously shown that D. rotundata is
diploid (15) and suggested that D. abyssinica and D. praehensilis are also diploid. The
genotyping data were consistent with these conclusions, as we observed only one or two
alleles per sample for each microsatellite locus. Our genetic analyses were thus appropriate
for diploid species.

We calculated observed heterozygosity (Ho), gene diversity (He) and allelic richness using
FSTAT 2.9.3.2 (16). To test for deviation from the Hardy-Weinberg proportion, Fis was
calculated and tested (exact test, 500 batches and 5 000 iterations per batch) using GENEPOP
3.4 (17). The Fst differentiation parameter between species was calculated and tested (G test,
10 000 randomisations) with FSTAT. Pre-ennobled yams were assigned to genetic groups
using a Bayesian approach via the STRUCTURE 2.0 software package (18). For the village-
level analysis, we assumed K=2 populations, corresponding to the cultivated and wild groups.
We used the admixture model with a burn-in period of 30 000 steps and 10° MCMC
replicates. For each individual g, the proportion of its genome derived from each group, and
its 95% confidence interval, were calculated. Five independent runs were performed without
any previous information on the plant origins. We also calculated, for each individual, its
probability of having an ancestry (first and second generation) in each group. We also
performed the analysis for different numbers of assumed populations (K=2 to K=8) in order to
test the reproducibility of the assignment regardless of K. The large-scale analysis involved
the same analyses. The number of populations was set at K=3 populations, corresponding to

two wild groups (D. abyssinica and D. praehensilis) and a cultivated group.

Hybridization study. To assess the extent of hybridization between cultivated and wild
yams, we performed a paternity analysis on progenies of wild and cultivated yams. The
objective was to determine whether these progenies resulted from fecundation by a male
originating from the wild or the cultivated yam species. We thus developed a method similar
to a paternity analysis. Computations were performed with a homemade software program.
This algorithm reconstructs, for each seed, the genotype of the male gamete using the
genotype of the offspring and that of the female plant. Then a LOD score, corresponding to
the logarithm of the ratio of the likelihood of a male gamete coming from the wild (D.
abyssinica) rather than the cultivated (D. rotundata) reference populations, is calculated. We
used allele frequencies of the wild and the cultivated groups to calculate this LOD score.

Using simulations, we constructed the LOD score distribution while knowing the origin of the
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male plant. We thus simulated progenies for each mother with a cultivated and wild father.
Offspring genotypes were constructed with alleles randomly chosen from the female plant and
from a randomly chosen plant of the reference population. For genotyped offsprings, the
probability of the male plant originating from wild or cultivated species was assessed using
the two LOD score simulated distributions. This probability was estimated by the rank of the
calculated LOD score in the two distributions. The male parent of an offspring was
considered as originating from a given group if the probability of originating from this group
was higher than 0.025 and lower than 0.975, and the probability of originating from the
second group was less than 0.025 or greater than 0.975. If the probability of a given offspring
having a male parent in the two groups was less than 0.025 or more than 0.975, the male

parent of the offspring was considered as non-attributed.

Results

Village-level analysis. Genetic diversity. Eleven loci were amplified in a total of 160 samples
(105 D. abyssinica, 46 D. rotundata, 9 pre-ennobled yams), revealing 168 alleles. Eleven
percent of these alleles were specific to the cultivated sample (D. rotundata) and 51% to the
wild sample (D. abyssinica). We found significant differentiation (p<0.001) between the two
species (Fst=0.25). Overall, the wild species showed a slight heterozygosity deficit (Fis=0.04,
p<0.001), while the cultivated species presented a heterozygosity excess (Fis=-0.13,
p<0.001). Locus 3G04 showed a strong heterozygosity deficit in both species (Fis=0.32 for
wild species and Fis=0.22 for cultivated species, p<0.001).

Assignment of pre-ennobled yams. The nine pre-ennobled tubers were assigned using the
STRUCTURE program. A stable ancestry estimate value (g) was obtained in five independent
runs. The two groups obtained were closely consistent with the taxonomic classification
(Figure II-4). Ninety-nine percent of the wild samples clustered in group 1 and 86% of
cultivated samples clustered in group 2. We considered that groups 1 and 2 represented D.
abyssinica and D. rotundata, respectively. Three cultivated plants were assigned to the wild
group (D. abyssinica). One cultivated plant and one wild plant had admixed ancestry in the
two groups (Table 11-2).

Out of the nine pre-ennobled yams, four presented strong ancestries in the wild group and

were interpreted as immigrants. Five pre-ennobled yams had admixed ancestry in the two
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Figure II-4. Assignment of yam samples to wild and cultivated species.

For each individual, ¢ values were calculated with STRUCTURE, assuming K=2. The 95%
confidence intervals were calculated by assuming a migration rate of 0.01. With a threshold of
0.8, two groups appeared: the D. rotundata group (0<q<0.2) in which only cultivated yams
clustered, and the D. abyssinica group (0.8<q<1) where all the wild yams clustered.

Individual Assumed value Alternative p values to cluster in the alternative population
population 1 population Generation 0 Generation -1 ~ Generation -2

Pre-ennobled samples

D652 Wild 0.51 Cultivated 0.00 0.97 0.03

D671 Wild 0.44 Cultivated 0.00 0.94 0.06

D674 Wild 0.58 Cultivated 0.00 0.29 0.58

D675 Wild 0.62 Cultivated 0.00 0.30 0.58

D676 Wild 0.45 Cultivated 0.00 0.94 0.06

Wild sample

A549 Wild 0.70 Cultivated 0.00 0.001 0.40

Cultivated sample

CR654 Cultivated 0.23 Wild 0.28 0.28 0.07

Table I1-2. Ancestry analysis of samples with an admixed genotype.

This analysis was done with STRUCTURE, for K=2 and using a migration rate of 0.01. For each
sample, g values gave the probability of being assigned in the assumed population. The
probability of coming from the alternative population was calculated at generation 0 (direct
immigrant), -1 (one parent) and -2 (one grandparent). For example, the pre-ennobled sample
D652 was assigned in the wild population with g=0.51. This individual had a probability
p=0.00 of coming from the cultivated population. The probabilities were 0.97 and 0.03 that
this individual had a single parent or grandparent, respectively, in the cultivated population.
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wild and cultivated groups. The ancestry analysis (Table 1I-2) showed that these five samples
had a high probability that one of their parents and/or grandparents came from the cultivated
species. This analysis suggested that these samples are D. abyssinica x D. rotundata hybrids.

To confirm that our methodology (sampling size, number of loci, Bayesian assignment
method) is powerful enough to reliably detect hybrid genotypes, we created one hundred
hybrid genotypes from two plants randomly drawn from the wild and cultivated yam
populations. We assigned these simulated hybrids using STRUCTURE. All the simulated
hybrids were detected with admixed ancestry (mean g = 0.52 with a 95% confidence interval
= 0.36-0.69). We also confirmed that there was a high probability that the simulated hybrid
genotypes had a parent in each population (mean p=0.85), and there was a low probability

that they were direct migrants (mean p=0.01).

The assignment of three cultivated plants to the wild D. abyssinica group means that D.
abyssinica genotypes were present in the cultivated varieties. This suggested the successful
ennoblement of D. abyssinica individuals. One of these individuals was the “Dompikou”
variety. The farmer claimed that this variety was ennobled from a D. abyssinica tuber, and
this was confirmed by the genetic analysis. No trace of the admixture of the “Ourou

Yessingué” variety with wild tubers was found, possibly because of the small sample size.

We tested the reproducibility of these results by performing the assignment for K=2 to K=8,
with five repetitions. The likelihood slightly increased, with K ranging from K=2 to 8,
showing a plateau effect (18), but the assignment in wild and cultivated species did not
significantly change. Using AK (19), the best estimation of group number that we found was
for K=2. These groups corresponded to the two yam species and thus could be explained by
their biological features. We also conducted five repetitions for K=2, removing the 3G04
locus that presented a high heterozygosity deficit. The pre-ennobled plant assignment did not

change.

Study of hybridization. We performed a paternity analysis since the admixed ancestry
observed for some plants in the above analysis suggested that there was some interspecific
hybridization. Progenies of 7 D. abyssinica plants (102 seeds) and 7 cultivated mother plants
(93 seeds) were genotyped at 11 microsatellite loci. Each mother plant was also genotyped.

We assessed the population of origin of the male parent of each offspring. The two reference

populations of the wild and cultivated species were almost the same as those used in the
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previous study. We only removed two plants that showed a hybrid genotype and four
cultivated varieties clustering with the wild species D. abyssinica. The two reference
populations consisted of 104 D. abyssinica and 42 D. rotundata genotypes. LOD score
distributions obtained from simulated offspring created from D. abyssinica and from D.
rotundata male plants did not overlap (Figure II-5). This allowed a good assessment of the
origin of male gametes.

The assignment of male gametes to D. abyssinica or D. rotundata for each genotyped
offspring was performed. For progeny of wild mother plants, 93.6% of the male gametes were
assigned to the wild population and no male gamete was assigned to the cultivated population
(Table II-3). For progeny of cultivated mother plants, 3.2% of the male gametes were
assigned to the cultivated population and 77.4% were assigned to the wild population (Table
II-3). The latter result showed that spontaneous interspecific hybridizations had occurred
between wild and cultivated yams.

We considered that a gamete was not assigned to any population if its LOD score was less
than 2.5% or more than 97.5% of the LOD score distribution. It could be expected that by
chance alone 5% of gametes would not be assigned. For the progenies of wild mother plants,
we found 6.4% non-assigned gametes, and this result was not significant (G-test, p=0.413).
For the progenies of cultivated mother plants, 22% of the gametes were not assigned, which is
a higher percentage than would be expected by chance (G-test, p<0.001). The observed LOD
scores of these gametes were between the two LOD score distributions (male parents of
cultivated and wild origin). One possible explanation for this pattern is that cultivated plants
had hybridized with cultivated x wild hybrids. This hypothesis will need further analysis to be
clearly established.

This analysis was performed on non-germinated seed. However, in other experiment, we
seeded progeny of the wild and cultivated plants used in the previous analysis and monitored
germination for 3 weeks. In this experiment, there were 16 seeds of each wild plant (total 112
seeds) in which we expected only wild x wild individuals, 16 seeds of each cultivated plant
(total 112 seeds) in which we expected 78% wild x cultivated hybrids and 16 seeds of
controlled cultivated x cultivated progeny in which we expected only cultivated x cultivated
individuals. We observed germination of 88% of the wild plant progeny, 68% of the
cultivated plant progeny and 56% of the controlled progeny. This suggested that cultivated

and wild seeds, but also hybrids seeds, could germinate.
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Figure II-5. LOD score distribution obtained by simulation.

The LOD score corresponds to the logarithm of the ratio of likelihood that the male parent
originated from the wild group (D. abyssinica) by the likelihood that the male parent
originated from the cultivated group (D. rotundata). In this example, the mother plant is from
the cultivated group. Offspring were created using a randomly selected father in the wild
group (black bars, 10 000 offspring) or in the cultivated group (grey bars, 10 000 offspring).

Offspring whose male Female parent
parent was assigned to wild  cultivated
Wild population 95 68
Cultivated population 0 3
Not assigned 7 22
Total 102 93

Table I1-3. Paternal origin of progeny of sympatric wild and cultivated yams.

Ninety-three seeds of the progeny of 7 cultivated yams (D. rotundata) and 102 seeds of the
progeny of 7 wild yams (D. abyssinica) were analysed. The male parent was not assigned if
its probability of coming from each population was lower than 0.025 or higher than 0.975.
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Large-scale analysis. Genetic diversity of wild and cultivated yams. Eleven microsatellite
loci were amplified in a total of 160 samples (71 D. abyssinica, 33 D. praehensilis and 56 D.
rotundata) collected in different regions of Benin, revealing 196 alleles. Four percent of these
alleles were specific to D. rotundata, 11% to D. praehensilis and 34% to D. abyssinica. The
mean number of alleles ranged from 5.9 to 11.4 (Table 11-4). The expected heterozygosity
ranged from 0.53 to 0.71 and the observed heterozygosity from 0.51 to 0.67. Fst were
calculated between the three species and between pairs of species. The global differentiation
was high and highly significant (Fst=0.18, p<0.001). There was significant differentiation
between D. rotundata and D. abyssinica (Fst=0.24, p<0.001), between D. rotundata and D.
praehensilis (Fst=0.18, p<0.001) and between D. abyssinica and D. praehensilis (Fst=0.10,
p<0.001). All species, D. abyssinica, D. praehensilis and D. rotundata, showed a
heterozygosity deficit (Fis=0.12, 0.11 and 0.05, respectively, p<0.001). Two loci (2E07 and
3G04) showed a strong heterozygosity deficit in the three species (Fis> 0.2 for 2E07 and Fis>
0.33 for 3G04).

Assignment of pre-ennobled yams. The 30 pre-ennobled tubers were assigned in one of the
three species, D. abyssinica, D. praehensilis and D. rotundata, using STRUCTURE. A stable
ancestry estimate value (¢q) was obtained with five independent runs. The three groups
obtained were highly consistent with the botanical classification (Figure II-6a). Ninety-seven
percent of the D. abyssinica samples clustered in group 1, 82% of the D. praehensilis samples
clustered in group 2 and 93% of the D. rotundata samples clustered in group 3. Since the
groups were extremely homogenous with respect to species, we considered that groups 1, 2
and 3 represented D. abyssinica, D. praehensilis and D. rotundata, respectively. A
discrepancy between the taxonomic classification (made at collection time) and the genetic
classification was noted for two samples collected as D. praehensilis but which clustered with
the D. rotundata group, and for one sample of the cultivated variety that clustered with the
wild group of D. praehensilis. Nine individuals collected in the wild and cultivated
populations had admixed ancestry in two groups. Five could be considered as D. abyssinica x
D. rotundata hybrids, three as D. praehensilis x D. rotundata hybrids and one as a D.
abyssinica x D. praehensilis hybrid.

Out of the 30 pre-ennobled yams, 4 (13%) were assigned to the D. abyssinica group and 4
(13%) to the D. praehensilis group (Figure II-6b). These samples were interpreted as
immigrants. Eleven (37%) pre-ennobled yams had admixed ancestry and were considered to

be hybrids. Out of these 11 samples, 4 corresponded to D. abyssinica x D. rotundata hybrids
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D. abyssinica  D. praehensilis  D. rotundata

Analysed samples 71 33 56

Alleles per locus 11.4 9.6 5.9
He 0.71 0.74 0.53
Ho 0.63 0.67 0.51

Table II-4. Diversity analysis of the cultivated species (D. rotundata) and the two wild
species (D. abyssinica and D. praehensilis) in the large-scale analysis.

Mean number of alleles observed after correction (calculation based on a sample size of 32
individuals), genetic diversity (He) and observed heterozygosity (Ho) were calculated for
each species.

Group 3 Group 3

& D. abyssinica

A D. praehensilis
O D. rotundata
A Pre-ennobled yams

Group 1 \ A Group2  Group 1 \ B. Group 2

Figure II-6. Assignment of pre-ennobled yams from the large-scale analysis.

For each individual, ¢ values were calculated with STRUCTURE, assuming K=3. The analysis
was performed using no previous information on the plant origins and with all the samples
(56 cultivated plants, 33 D. praehensilis plants, 71 D. abyssinica plants and 30 pre-ennobled
plants). For legibility, we separately plotted the two wild groups and the cultivated group (A)
and the pre-ennobled yams (B).Considering a threshold of 0.8 (dashed line), we defined three
groups corresponding to D. abyssinica (wild group 1), D. praehensilis (wild group 2) and D.
rotundata (cultivated group 3). The origin of the pre-ennobled yams (B) was diverse, some
originated from one of the two wild groups and the cultivated group, others had an admixed
origin.

113



CHAPITRE Il. ENNOBLISSEMENT ET REPRODUCTION SEXUEE

and 5 to D. praehenslis x D. rotundata hybrids. Two samples showed ancestry in both of the
wild species. Finally, 37% of the pre-ennobled yams were assigned to the D. rotundata group.
In the village-scale analysis, the ancestry analysis confirmed the wild, cultivated or hybrid
origin of these pre-ennobled samples (results not shown). Pre-ennobled yams that presented a
wild or a hybrid genotype were found in the four ethnic groups analysed.

The assignment of one cultivated variety to the wild group D. praehensilis means that the D.
praehensilis genotype was present in the cultivated varieties. This suggested the successful
ennoblement of D. praehensilis individuals. This individual was the “Gban” variety. Farmer
presented this variety as ennobled from D. praehensilis. The genetic analysis confirmed the
farmers’ statement. To conduct a more in-depth analysis of this variety, we sampled nine
tubers of the “Gban” variety in six different villages. Three samples were identical to the first
analysed sample with respect to the 11 analysed loci, and were collected in three different
villages. The other six individuals were genetically different from each other. We assigned
these individuals using the same procedure as used for pre-ennobled yams. Seven samples
were assigned to the D. praehensilis group and two could be considered as D. praehensilis x
D. rotundata hybrids. These results indicated that the “Gban” variety is an admixture of
several independent ennoblements. On the other hand, the presence of the same genotype in
different villages suggested that ennoblement products could have circulated between

villages.

To test the reproducibility of these results, we performed the assignment for K=3 to K=8 with
five repetitions for each K. As in the village-scale analysis, the likelihood slightly increased
with K, from K=3 to 8, but the assignment of pre-ennobled samples did not significantly
change. Using AK (19), we found that the best estimation of group number was for K=3.
These groups corresponded to the three yam species and thus could be explained by their
biological features. We also performed five repetitions for K=3, while removing loci 2E07
and 3G04, which presented a high heterozygosity deficit. The pre-ennobled plant assignment
did not change.

Discussion

Sexual reproduction and ennoblement. We analysed the ennoblement process in the village

of Gorobani. In this village, we collected wild, cultivated and pre-ennobled yams. We
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characterized the diversity of local varieties and local wild populations in which farmers
selected yams for ennoblement. Assignment of pre-ennobled yams was thus very efficient.
We showed that farmers voluntarily introduce yams in their field that have a signature of wild
and wild x cultivated hybrid origin. This raised the question as to whether any interspecific
hybridization had occurred. We performed a paternity analysis to answer this question. We
obtained genetic evidence of spontaneous hybridizations between D. abyssinica and
cultivated yams. Cultivated yams are preferentially pollinated by wild yams while wild yams
reproduce together. This leads to hybrid seeds. Several different explanations could explain
why such an asymmetric gene flow is observed: higher number of pollinating wild plants,
lower quality and efficiency of pollen in the vegetatively cultivated species or non-
synchronisation of flowering between male and female in the cultivated species D. rotundata
(20). As DNA was extracted on only non-germinated seeds, we have no data on the viability
of these hybrids. However, the test of germination suggested that hybrids could germinate.
Moreover, as some hybrid genotypes were found in pre-ennobled yams, this gives an indirect
support to a possible germination of hybrids and their survival in the savannah.

To assess if the selection of wild or hybrid genotypes for ennoblement was specific to the
village of Gorobani, we performed the same analysis at large scale. We considered eight
different villages, corresponding to four different ethnic groups. For this analysis, we did not
consider any potential geographical differentiation. Indeed, such differentiations were
considered for the STRUCTURE analysis (K=4 to K=8), but as the assignment did not change,
we concluded that potential differentiation did not influence our results. Results obtained in
the village-level analysis were confirmed in the large-scale analysis. In the eight studied
villages, farmers also select wild and hybrid yams for ennoblement.

Since ennoblement is a very long process, we could not monitor pre-ennobled tubers from the
time they are selected until they are cultivated. To assess if ennoblement successfully
introduces wild and hybrid genotypes in the cultivated pool, we analysed a large sample of
cultivated yams. In the village-level and the large-scale analysis, we found nine cultivated
samples showing a signature of wild (D. abyssinica or D. praehensilis) or hybrid (D.
abyssinica x D. rotundata or D. praehensilis x D. rotundata) origin. The geographical
location of these samples was consistent with the ecological distribution of the wild species
from which presumably originated. Indeed, cultivated accessions showing a D. praehensilis or
D. rotundata x D. praehensilis hybrid genotype were found in southern Benin. Cultivated
accessions showing a D. abyssinica or D. abyssinica x D. rotundata hybrid genotype were

found in northern and central Benin. This suggests that the wild and hybrid genotypes
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detected in the cultivated pool were locally ennobled from wild relatives or hybrids with these
relatives.

Based on these results, we conclude that the ennoblement process actually succeeds and leads
to the integration of new genotypes in cultivated varieties. We showed that it occurs in
different ecological and ethno-linguistic regions. This practice involves two wild species (D.
abyssinica and D. praehensilis) with different geographical distributions, and leads farmers to
integrate, in the cultivated yam pool, wild genotypes and hybrids between wild and cultivated

species.

A large share of the pre-ennobled tubers (37%) had cultivated genotypes. The fact that two
accessions (P413 and P431) sampled as wild plants were found to have ancestry in the
cultivated group suggests that cultivated genotypes could survive in a wild environment and
could then be selected for ennoblement by farmers. These cultivated genotypes could be
volunteers or progenies of cultivated varieties. Indeed, in the paternity analysis, we observed
three spontaneous hybridizations within the D. rotundata species (LOD score probability of
originating from the cultivated group ranging from 0.42 to 0.86). Such crosses lead to new
genetic combinations within the cultivated pool. As it was not possible to discriminate
between volunteers and recombinant genotypes, we could not determine whether farmers
selected progeny of cultivated varieties for ennoblement. In the same way, we were unable to
determine whether D. rotundata genotypes had been introduced in the cultivated yam pool
since we could not discriminate between a D. rotundata genotype introduced by ennoblement
and all the other cultivated D. rotundata genotypes. This hypothesis does, however, seem
reasonable. Since farmers succeed in ennobling wild yams, it is likely that they could succeed

in ennobling cultivated yams.

In Benin, ennoblement is practiced by less than 5% of yam farmers (8). However,
ennoblement has an impact beyond the fields of farmers who practice it, especially because of
the substantial flow of yam tubers between farmers and villages (21). The results of our
analysis of polymorphism in the “Gban” variety revealed that one clone, ennobled from the
wild species D. praehensilis, was also present in the neighbouring villages. Overall, 8.9% of
the cultivated samples analysed in the large-scale analysis had a wild or hybrid genotype. This
demonstrates that ennoblement had a sizeable impact, even though we might have
underestimated it because it was not possible to assess the ennoblement origin of D. rotundata

genotypes.
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Genetic consequences of farmers’ use of sexual reproduction in yam. Wild yam
ennoblement appears to be the only farmers’ practice that spans two rare farmers’ practice
categories: a) practices involving the manipulation of wild crop relatives; and b) those that use
sexual reproduction in vegetatively-propagated crops.

a) In a stimulating review, Wood and Lenné mentioned “the largely anecdotal nature of the
evidence to support the direct involvement of farmers in the manipulation of wild relatives”,
and these authors were even critical of the most documented case, i.e. the use of teosinte by
Mexican farmers (3). Few studies have documented the introduction of wild relatives by
farmers in the cultivated pool (review in 2), and most of these studies have never provided
any genetic evidence. In our study, we give genetic evidence that yam farmers select wild and
hybrid yams, and that some cultivated plants clearly present a wild or hybrid signature.

b) Farmers’ use of sexual reproduction was previously reported in other vegetatively
propagated crops. In cassava (22), Amerindian tribes intentionally incorporated, in the
cultivated pool, volunteers arising from sexual reproduction of cultivated plants. In potato,
Quiros et al. (23) and Johns and Keen (24) noticed that some Andean farmers collected fruits
on cultivated potatoes and planted the seeds. This is not common but Johns and Keen (24)
also suggested that volunteers originating from seeds can grow in the fields and then could be
selected and introduced in the cultivated pool by farmers. In yam, we showed that yam
farmers introduced products of the sexual reproduction of wild and cultivated yams in the
cultivated pool. The use of sexual reproduction of wild yams will increase the genetic

diversity of cultivated yams by introducing new alleles.

Sexuality produces new genetic combinations by recombination during meiosis and by
combining genes from both parents. We will not discuss the relative advantages of sexuality
versus asexuality (for a review, see 25). However, most theoretical explanations in favour of
sexuality imply that there is a relative long-term advantage: the future adaptation will be
preserved thanks to diversity created by recombination. In contrast, asexuality has an
immediate advantage as a suitable set of phenotypic/genetic characteristics is preserved.

The example of yam shows that through ennoblement farmers’ management combines both
sexual and asexual reproduction of vegetatively cultivated crops. Farmers could thus test and
select new genotypes from the pool of new combinations produced by sexual reproduction.
Then they could benefit from the long-term advantage of sexuality that may preserve future

adaptations to different environments and farmers’ pressures. They could also benefit from
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the immediate advantage of asexuality by preserving their best genotypes from
recombination.

Our study demonstrates, for a vegetatively propagated crop, that traditional farmers’ practices
preserve evolutionary processes and enhance genetic diversity (1). However, yam farmers are
unaware of these theoretical considerations, so it is intriguing to know why such traditional
practices have been maintained. This would be an essential question to address given the role
of this practice in nurturing yam diversity. Moreover, it is crucial to preserve wild yam

populations to develop suitable on-farm conservation schemes.
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C. Résultats complémentaires

Il existe de nombreuses méthodes d’assignation. Selon les simulations réalisées par
Cornuet et al. (1999), les méthodes bayésiennes sont supérieures aux méthodes basées sur les
fréquences, elles mémes plus puissantes que les méthodes basées sur les distances.
Cependant, les méthodes bayésiennes supposent que les populations respectent I’équilibre de
Hardy-Weinbeirg. Or, les résultats présentés dans les articles précédents montrent que les
populations sauvages et cultivées ne respectent pas cet équilibre. Nous avons donc choisi de
vérifier la robustesse des assignations réalisées par STRUCTURE en comparant ces assignations
avec les assignations réalisées par la méthode des fréquences et par la méthode des distances
réalisées par GENECLASS2. La méthode des distances, a en effet I’avantage de ne pas
nécessiter de respecter 1’équilibre de Hardy-Weinberg méme si elle est moins puissante. Nous
avons choisi d’utiliser la distance de Cavalli-Sforza et Edwards (1967) car c’est la distance
qui donne les meilleurs résultats dans les tests réalisés par Cornuet et al. (1999).

Nous avons aussi choisi de comparer les résultats obtenus par les marqueurs
microsatellites avec les résultats obtenus par AFLP. Les assignations réalisées a partir des
AFLP ont été faites graphiquement a partir des deux premiers axes de I’ACP. Cette méthode
ne permet pas d’avoir de statistiques permettant de confirmer des résultats. Nous avons donc
analysé les données AFLP avec le logiciel STRUCTURE. Ce logiciel n’est pas prévu pour
utiliser spécifiquement des marqueurs dominants, cependant Pritchard et Wen (2003) estiment
que sur un grand nombre de locus, les résultats peuvent étre fiables.

L’ensemble des résultats d’assignation est présenté dans le Tableau II-5. La méthode
bayésienne utilisée par STRUCTURE permet de mettre en évidence des individus hybrides alors

que les autres méthodes assignent chaque individu a un seul groupe.

Dans un premier temps, on ne s’intéresse pas aux assignations réalisées avec la
méthode bayésienne sur les AFLP. On observe (Tableau II-5) que lorsque les individus ne
sont pas considérés comme hybrides avec STRUCTURE, les assignations obtenues par AFLP et
microsatellites, et quels que soient les méthodes d’assignation, sont identiques. Lorsque les
individus sont considérés hybrides avec STRUCTURE, les individus sont assignés a 1’'une des

deux espéces correspondantes quels que soient les marqueurs et les méthodes utilisés.
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Individus AFLP Microsatellite

Graphique Bayésienne Distance Fréquences Bayésienne
D31 Cultivé Cultivé Cultive Cultive Cultivé
D32 Cultivé Cultivé Cultive Cultive Cultivé
D34 Cultivé Cultivé Cultive Cultive Cultivé
D36 Cultivé Cultivé Cultive Cultive Cultivé
D38 Aby. Aby. / Cultivé Cultive Aby. Aby. / Cultivé
D116 Prae. Prae. Cultive Prae. Prae. / Cultivé
D176 Cultivé Aby. / Prae. Cultive Cultive Prae. / Cultivé
D177 Cultivé Aby. / Prae. Cultive Cultive Aby. / Cultivé
D178 Aby. Aby. / Cultivé Cultive Aby. Aby. / Cultivé
D180 Cultivé Cultivé Cultive Cultive Cultivé
D181 Cultivé Cultivé Cultive Cultive Cultivé
D182 Aby. Aby. Aby. Aby. Aby.
D184 Cultivé Prae. Cultive Cultive Cultivé
D185 Cultivé Prae. Cultive Cultive Cultivé
D186 Cultivé Prae. Cultive Cultive Cultivé
D187 Cultivé Prae. / Cultivé Cultive Cultive Cultivé
D191 Aby. Aby. / Cultivé Cultive Cultive Aby. / Cultivé
D192 Aby. Aby. Aby. Aby. Aby.
D195 Aby. Aby. / Prae. Prae. Prae. Aby. / Prae.
D198 Prae. Prae. Prae. Prae. Prae.
D200 Cultivé Prae. / Cultivé Cultive Aby. Aby. / Cultivé
D202 Cultivé Prae. / Cultivé Cultive Prae. Prae. / Cultivé
D204 Aby. Aby. Aby. Aby. Aby.
D206 Cultivé Prae. / Cultivé Prae. Prae. Prae. / Cultivé
D207 Cultivé Cultivé Cultive Prae. Prae. / Cultivé
D208 Prae. Aby. / Prae. Cultive Prae. Prae. / Cultivé
D213 Cultivé Prae. / Cultivé Cultive Prae. Prae. / Cultivé
D220 Cultivé Cultivé Cultive Cultive Cultivé
D222 Prae. Prae. Cultive Prae. Prae. / Cultivé
D223 Aby. Aby. Aby. Aby. Aby.
D652 - - Cultive Aby. Aby. / Cultivé
D671 - - Cultive Aby. Aby. / Cultivé
D673 - - Aby. Aby. Aby.
D674 - - Cultive Cultive Aby. / Cultivé
D676 - - Cultive Aby. Aby. / Cultivé
D690 - - Aby. Aby. Aby.
D691 - - Aby. Aby. Aby.
D692 - - Aby. Aby. Aby.

Tableau II-5. Comparaison des assignations d’individus pré-ennoblis.

Les individus génotypés avec les AFLP ont été assignés de maniére graphique a partir d’une
ACP et de maniere statistique a partir de la méthode Bayésienne de STRUCTURE. Les
individus génotypés avec les microsatellites ont été assignés avec une méthode par distance
(distance de Cavalli-Sforza et Edwards 1967, réalisé par GENECLASS2), par la fréquence
(Paetkau et al. 1995, réalisé par GENECLASS2) et la méthode Bayésienne de STRUCTURE. Aby.
= D. abyssinica, Prae. = D. praehensilis, Cultivé = D. rotundata. Pour la méthode
Bayésienne, un individu dont les scores sont intermédiaires entre deux espéces est considéré
hybride. Il est noté par exemple Aby. / Cultivé pour hybride entre D. abyssinica et D.
rotundata.
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On remarque que dans 27% des cas, I’assignation bayésienne réalisée sur les AFLP ne
correspond pas aux résultats obtenus par les autres méthodes. Ceci est particulierement vrai
pour les individus considérés hybrides avec les microsatellites. En fait, la différenciation
génétique entre les trois especes D. abyssinica, D. praehensilis et D. rotundata, révélée par
microsatellite, est trés forte puisque 50% des alleles révélés sont spécifiques a I'une des trois
espéces. Au contraire, la différenciation obtenue par AFLP est faible puisque seuls 1% des
marqueurs sont spécifiques a I'une des trois espéces. Cette différenciation ne semble pas
suffisamment forte pour que la méthode bayésienne de STRUCTURE donne des résultats

fiables.

Globalement, les résultats obtenus avec les microsatellites et avec chaque méthode
d’assignation sont extrémement similaires. Ceci nous permet de penser que, dans notre cas,
’assignation avec la méthode bayésienne de STRUCTURE est robuste, méme si nos données ne
respectent pas 1I’équilibre de Hardy-Weinberg. Il semble que la différenciation génétique soit
suffisamment forte entre les trois espeéces pour que chaque méthode, y compris les méthodes

les moins puissantes, donne de bons résultats.
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La structuration de la diversité des plantes cultivées dans les agrosystémes
traditionnels dépend de deux facteurs principaux : le mode de reproduction de la plante et la
gestion paysanne. Pour I’igname, ce terme "gestion paysanne" comprend a la fois la capacité
des paysans a différencier leurs variétés, les différentes pratiques qu’ils mettent en ceuvre pour
¢viter les mélanges de tubercules, les contraintes sociales qui régissent les flux de tubercules
entre les paysans, le choix des paysans de cultiver chaque variété et en quelle quantité, la
pratique de I’ennoblissement, etc.

A D’échelle du village, qui est celle que nous considérerons ici, il existe deux niveaux
importants d’organisation de la diversité génétique : la variété et le paysan. En effet, chaque
paysan gere dans son champ d’igname un pool génétique indépendamment des autres paysans
(aux migrations pres). Puis, a D'intérieur de son champ, chaque paysan gére ses variétés
indépendamment les unes des autres. Nous nous intéresserons ici a ces deux niveaux
d’organisation et nous verrons quelle diversité existe a ces deux niveaux et comment elle

s’organise.

La vision conventionnelle de 1’igname cultivée est celle d’une plante multipliée de
facon strictement végétative, la mutation étant la seule source de diversité reconnue. En
conséquence, les variétés ont toutes ¢été considérées différentes génétiquement et
monoclonales.

A partir des connaissances acquises par des études ethnobotaniques et des données
obtenues dans le chapitre II, nous pouvons émettre plusieurs hypothéses quant a la diversité
des ignames cultivées. Tout d’abord, la mise en évidence de I’intégration dans le pool cultivé
de produits de reproduction sexuée par les paysans, via ’ennoblissement, et I’existence de
flux de tubercules entre les paysans remettent en cause 1’idée de variétés monoclonales. On
s’attend désormais a observer des individus trés différents génétiquement sous un méme nom
de variété. A ces deux pratiques créatrices de diversité au niveau variétal, s’oppose le fait que
les paysans tentent d’éviter le mélange de tubercules différents dans une méme variété, ce qui
pourrait réduire la diversité observée dans les variétés.

Compte tenu de la gestion paysanne des variétés d’igname et du mode de reproduction
mixte de la plante, on s’attend désormais a une structure génétique complexe des variétés :

- La multiplication asexuée crée des individus identiques génétiquement que nous appellerons

"clones".
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- La mutation crée des individus trés proches génétiquement que nous regrouperons sous
I’appellation "groupe de clones".
- La reproduction sexuée suivie de 1’ennoblissement et les flux de tubercules entre les paysans
introduisent des génotypes ¢loignés génétiquement des clones existants dans la variété.

On s’attend donc a trouver dans une méme variété des clones (multiplication asexuée)
répartis dans des groupes de clones (mutation) treés différents génétiquement (reproduction

sexuée, gestion paysanne).

Au niveau paysan, les études ethnobotaniques nous permettent d’émettre deux
hypotheses :

Tout d’abord, en choisissant quelle variété il cultive et en quelle quantité, le paysan a,
a priori, un impact direct sur I’organisation de la diversité dans son champ. Les paysans
cultivent en effet certaines variétés en grande quantité et d’autres en faible quantité. Il y a peu
de variétés cultivées en quantité¢ intermédiaire. On attend donc une surreprésentation des
variétés en faible et forte fréquences.

Ensuite, le fait que les paysans d’'une méme ethnie partagent les mémes préférences
varié¢tales et Dexistence de flux de tubercules entre les paysans sont susceptibles
d’homogénéiser les pools génétiques cultivés dans différents champs. On attend donc une

diversité génétique faiblement structurée entre les champs.

Dans cette partie, notre but sera d’analyser la structure et la diversité des d’ignames
cultivées a deux niveaux : le paysan et la variété. Nous verrons ensuite ce que 1’image obtenue
révele sur la gestion paysanne et la reproduction sexuée.

Nous avons choisi de limiter notre travail a un seul village et a une seule ethnie. D’une
part, nous considérerons tous les tubercules cultivés sous un méme nom par tous les paysans
de I’ethnie. Nous parlerons alors de "variété-nom". D’autre part, nous considérerons tous les
tubercules cultivés sous un méme nom pour chaque paysan pris indépendamment. Nous
parlerons alors de "variété-paysan". Cette distinction entre variété-nom et variété-paysan est
importante car nous ne savons pas a priori si tous les paysans maintiennent les mémes clones
sous un méme nom. Nous analyserons donc I’organisation de la diversité entre les variétés-
nom puis a Pintérieur des variétés-nom, c’est-a-dire entre les variétés-paysan d’un méme
nom.

Nous essaierons de répondre aux questions suivantes :
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1. Peut-on identifier les génotypes issus de reproduction sexuée et ceux issus de mutation ?

2. Les variétés-nom sont-elles différentes génétiquement ? Ces variétés-nom dérivent-elles les
unes des autres par mutations ou correspondent-elles a des éveénements de reproduction
sexuée différents ?

3. Les variétés-nom sont-elles monoclonales ? Si ce n’est pas le cas, la diversité de ces
variétés-nom peut-elle s’expliquer uniquement par des mutations ?

4. Les variétés-paysan portant le méme nom correspondent-elles & un méme ensemble
génétique ? En d’autres termes, deux paysans différents cultivent-ils les mémes clones sous
un méme nom ?

5. Les variétés-paysan sont-elles monoclonales ? Si ce n’est pas le cas, la diversité¢ de ces
variétés-paysan peut-elle s’expliquer uniquement par des mutations ?

6. La diversité cultivée différe-t-elle d’un paysan a ’autre ?

7. Enfin, observe-t-on I'impact des choix paysans (quantité de chaque variété cultivée) dans

I’organisation de la diversité génétique a I’intérieur des champs d’igname ?
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. Matériel

L’ensemble du matériel et des informations ont été recueillis dans le village de

Gorobani, au nord du Bénin (Figure 15).

A. Réseau de circulation des tubercules

Avant de réaliser I’échantillonnage destiné a I’analyse de la structure et de la diversité
des variétés, nous avons enquété sur les flux de tubercules aupres de quelques paysans. Notre
but était de mettre en évidence des variétés ayant fait ’objet de mélange de tubercules de
plusieurs paysans. Si on suppose que les variétés ne sont pas identiques génétiquement d’un
paysan a l’autre, on attend une diversité génétique plus grande dans les variétés ayant fait

I’objet d’un mélange que dans des variétés ayant fait ’objet d’une acquisition unique.

L’enquéte a consisté a interroger quelques paysans sur chacune de leurs variétés, pour
savoir de qui ils tenaient ces variétés et a qui ils en avaient donné des tubercules. Cette
enquéte s’est faite en collaboration avec M. Baco (INRAB) lors d’une mission réalisée en
décembre 2003.

Dans un premier temps nous avons choisi des paysans avec lesquels nous avions déja
travaillé lors des échantillonnages précédents. Certains paysans pratiquent 1’ennoblissement.
Ils ont tous un grand nombre de variétés (14 variétés en moyenne par paysan contre 9 en
moyenne par paysan dans le village d’apres Baco 2000). Ensuite nous avons identifié¢ les
paysans les plus souvent cités en donneurs ou en receveurs de tubercules. Nous sommes allés
interroger ces paysans afin de vérifier les données acquises. Au total, nous avons interrogé 30
paysans.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence que 16,5% des variétés-paysan
avaient fait I’objet de mélange de tubercules d’origine différente. Ce chiffre varie de 0 a 46%

selon les paysans. La majorité de ces variétés (81%) correspondent au mélange de tubercules
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de deux paysans différents, généralement le pere du paysan receveur et un autre paysan. Le

maximum observé est le mélange de tubercules issus de cinq paysans différents.

B. Echantillonnage

1. Structure et diversité génétique des variétés

Le premier échantillonnage a servi a déterminer la nature mono- ou polyclonale des
variétés d’igname et la nature des différences génétiques entre les variétés. Ce travail a été
réalisé au niveau des variétés-nom puis des variétés-paysan.

Pour cela, nous avons sélectionné neuf paysans appartenant a 1’ethnie Gando, parmi
lesquels deux pratiquent actuellement 1’ennoblissement. Excepté ces deux paysans, les autres
ne se différencient pas des autres paysans de 1’ethnie, ni par leurs pratiques ni par les variétés
qu’ils cultivent. Nous avons collecté 19 variétés-paysan, correspondant a 10 variétés-nom. En
nous appuyant sur ’enquéte réalisée, nous avons échantillonné des variétés-paysan ayant fait
I’objet de mélanges récents de tubercules et des variétés-paysan n’ayant pas fait I’objet de
mélanges de tubercules afin de déterminer s’il y a une relation entre le mélange de tubercules
et la diversité¢ intra-variétale. Nous avons prélevé 30 individus par variété-paysan.
L’échantillonnage n’est pas complétement aléatoire puisque nous avons laiss¢ un minimum
de 3 buttes par ligne entre chaque individu collecté. En effet, au moment d’ensemencer leur
champ, les paysans coupent généralement les tubercules en 2 ou 3 morceaux et les plantent
consécutivement sur une méme ligne. En échantillonnant ainsi, nous avons essayé de ne pas
augmenter artificiellement le taux de clonalité des variétés-paysan en ne prélevant pas des
individus issus d’un méme tubercule a cette génération. L’échantillonnage réalisé est indiqué

dans le Tableau III-1, il a été réalisé lors d’une mission en aott 2004.
2. Structure et diversité génétique des champs d’igname
Un second échantillonnage a été réalis¢ afin de déterminer (i) comment se structure la

diversité dans les champs d’igname et (i) si la diversité observée peut s’expliquer par un

choix conscient du paysan. Nous avons choisi au hasard six des neuf paysans précédemment
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Variéte Paysan Nb. indiv’idus Nb. paysans
analysés donneurs

Ahimon 1 30 1
Baniakpa 1 30 1
Bonniwouré kétékoba 2 29 1
) , 1 26 1
Bonniwouré wouloukaba > 24 >
1 22 2
Kagourou 3 36 3
2 27 3
4 17 1
Kinkérékou 5 29 1
6 15 1
7 16 3
Kpakara 2 29 1
Kpouna 2 27 1
1 25 3
Moroko > 27 5
1 29 2
Sobasson 8 27 1
9 20 1

Tableau III-1. Echantillonnage réalis¢ pour analyser la diversité variétale des ignames

cultivées.

L’échantillonnage s’est fait chez neuf paysans. Trente individus ont été initialement
échantillonnés pour chaque variété-paysan. Le nombre d’individus indiqué correspond au
nombre d’individus effectivement analysés, c’est-a-dire uniquement les individus ne
présentant aucune donnée manquante sur ’ensemble des locus. Le nombre de paysans
donneurs indique si les variétés ont fait I’objet de mélange de tubercules.
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sélectionnés et nous avons prélevé de facon compleétement aléatoire 50 individus par champ.
Nous ne disposons pour ces individus d’aucune information sur leur appartenance variétale.
Par contre, ’enquéte nous a permis de savoir quelles variétés sont cultivées dans les champs
analysés. Les paysans choisis ainsi que les caractéristiques de leurs champs sont indiqués dans

le Tableau III-2. L’un de ces paysans pratique I’ennoblissement

C. Génotypage et identification des clones

Pour les deux échantillonnages, I’extraction, le génotypage et I’identification des
clones se sont faits ensemble et de la méme fagon.

Nous avons collecté des jeunes feuilles que nous avons séchées dans du silica gel.
L’ADN a été extrait sur des fragments de feuilles séchées. Tous les individus ont été
génotypés avec 15 marqueurs microsatellites (1A01, 1D08, 1F08, 2C05, 2C12, 2D06, 2D08,
3B12, 3D06, 3F04, 3F10, 3F12, 3G04, YM13, et YM30, Mignouna et al. 2003 et Tostain et
al. 2005). Trois locus (1C12, 2E07 et 2E09) ont ¢été abandonnés en raison de problémes
d’amplification.

Deux locus (2C12 et YM30) se sont révélés monomorphes sur l’ensemble des
individus génotypés. L’analyse finale a donc été réalisée sur 13 locus polymorphes. Seuls les

individus ne présentant aucune donnée manquante ont été conservés pour 1’analyse.

Chaque individu peut étre identifié par son génotype multilocus. La comparaison des
génotypes multilocus a permis de séparer les individus identiques. Les différents génotypes
multilocus seront appelés clones. Par convention, on appellera "clone principal" un clone
représenté par au moins deux individus identiques et "clone unique" un clone représenté par
un seul individu.

Le type d’analyse envisagé demandait une grande précision dans la détermination des
génotypes. Nous avons di faire face a deux problémes :

- Pour trois locus (2D08, 3F12 et 3G04), plusieurs génotypages indépendants réalisés sur
plusieurs individus montraient des différences dans 1’assignation des tailles alléliques. Ces

différences mettaient toujours en jeu deux alleles trés proches et un méme individu présentait
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Paysan | Nb. individus analysés | Nb. buttes dans le champ
1 50 2000
2 50 4000
4 40 9000
5 50 9500
7 45 2500
8 49 4000

Tableau III-2. Echantillonnage réalis¢ pour analyser la diversité génétique des champs
d’ignames.

L’échantillonnage s’est fait chez six paysans, dont un pratiquant I’ennoblissement (paysan 2).
Cinquante individus ont été initialement échantillonnés dans chaque champ. Le nombre
d’individus indiqué correspond au nombre d’individus effectivement analysés, c’est-a-dire
uniquement les individus ne présentant aucune donnée manquante sur I’ensemble des 13
locus. Le nombre de buttes indiqué pour chaque champ est approximatif.
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I’'un ou l'autre des alléles selon les analyses (locus 2D0S8 : alleles 351/352, 3F12 : alleles
162/163 et 164/165, 3G04 : alleles 319/320). La faible précision de I’assignation de taille pour
ces alleles si proches, notamment pour les alleles de taille supérieure a 300pb, nous a conduit
a considérer deux alleles comme un seul. Les incohérences d’assignation entre deux
migrations différentes ont alors disparu.

- Un grand nombre d’individus correspondaient a des clones uniques. Ces individus
différaient souvent des clones principaux par une seule répétition a un seul allele. De plus,
certains de ces individus présentaient des alléles trés rares, certains n’étant observés que chez
un seul individu. Ces différences et ces alleles rares pouvaient étre de simples erreurs de
génotypage. Tous ces individus ont donc été¢ génotypés une seconde fois pour vérifier s’ils
correspondaient réellement a un clone unique ou s’il s’agissait d’une erreur (PCR, migration,
traitement automatique des données, etc.). Lorsque les génotypes ont été confirmés par la
seconde analyse, ces individus ont été considérés comme des clones uniques. Lorsque les
génotypes n’ont pas été¢ confirmés dans la seconde analyse, deux cas se sont présentés.
Premic¢rement, si le génotype obtenu dans la deuxieme analyse correspondait a un clone
principal, la deuxi¢me analyse a été conservée et nous avons considéré la premiére analyse
comme une erreur. Le taux moyen d’erreur observé par locus est de 2,7% (Tableau I1I-3). Des
taux d’erreur similaires ont été rapportés pour des microsatellites et peuvent s’expliquer par
des artéfacts d’amplification ou de migration, par la qualité et la quantité d’ADN utilisé, par
des contaminations, par des erreurs de lecture et par différents autres problémes liés au
manipulateur (Bonin et al. 2004). Enfin dans un faible nombre de cas (0,8%) la premiere
analyse n’a pas ¢été confirmée mais la seconde analyse a donné un génotype correspondant a

un nouveau clone unique. Dans ce cas, I’individu a été considéré comme un clone unique.
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Locus % d’erreur
2D06 0
2D08 5,8
1A01 2,1
2C05 2,1
3F04 1,1
3G04 3,7
3BI12 2,7
1FO8 1,6
1D08 2,1
3F10 1,1
3D06 1,6
3F12 2,1
YM13 9,0
Moyenne 2,7

Tableau III-3. Pourcentage d’erreur observé par locus.

Pour calculer ce taux d’erreur, 90 individus ont été génotypés deux fois sur chaque locus. Le
taux d’erreur correspond au nombre d’alleles différant entre les deux génotypages. Le taux
d’erreur du locus YM13 est particulierement fort. Ceci est dii & un probléme de migration lors
du premier génotypage, réglé lors du deuxieme génotypage.
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Il. Analyses génétiques

Bien qu’on ait mis en évidence I’utilisation de la reproduction sexuée de I’igname par
les paysans, les tubercules sont majoritairement régénérés par multiplication végétative. Dans
ces conditions, il y a, dans la plupart des cas, transmission de génotypes complets d’une
génération a ’autre. Il est donc intéressant de travailler sur les génotypes multilocus pour

comprendre comment se structure la diversité du compartiment cultivé.

A. Pouvoir de discrimination des marqueurs

Deux individus différents génétiquement peuvent présenter le méme génotype
multilocus sur un nombre j de locus. En effet, si ces locus sont trés peu polymorphes, c’est-a-
dire présentent peu d’alleles, la probabilité que deux individus apparaissent identiques a ces j
locus est forte. Le pouvoir d’identifier de maniere unique deux individus dépend du nombre j
de locus, du nombre i d’all¢les par locus, de la fréquence p; de ces alleles et de la fagon dont
ces alleles sont combinés. Un estimateur du pouvoir de discrimination D des marqueurs a été

proposé par Tessier et al. (1999) :

Np, -1
D=1-¥r 5

avec N individus et i alleles en fréquence p;.

Lorsque N tend vers I’infini, D est équivalent a la diversité génétique He. Le pouvoir
de discrimination d’un marqueur dépend du nombre d’alléles et de leurs fréquences. Pour un
méme nombre d’alleles, le marqueur dont les fréquences alléliques seront les plus proches de

I’équi-fréquence sera le plus puissant.

Sachant D, on peut calculer le nombre théorique d’individus différents génétiquement

que j marqueurs ne permettent pas de distinguer. Ce nombre diminue lorsque D augmente. De
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la méme fagon, on peut calculer le nombre théorique X d’individus différents génétiquement
que la combinaison des marqueurs ne permet pas de distinguer. X se calcule selon :

= NON-1)

M0-o)

J
avec j locus indépendants

B. Relation entre clones : arbres et réseaux

Afin de déterminer les relations qui existent entre les clones, nous avons dans un
premier temps réalisé un arbre selon la méthode du Neighbor-joining (Saitou et Nei 1987) a
partir de la matrice de distance génétique Dsa (Chakraborty et Jin 1993). La robustesse des
branches a été testée par 1000 bootstraps avec POWERMARKER (Liu et Muse) et I’arbre
consensus a ¢été calculé avec le logiciel PHYLIP (Felsenstein 2005).

Cet arbre nous a permis de mettre en évidence des ensembles de clones proches
génétiquement. Pour déterminer la proximité de ces clones au sein de chaque ensemble, nous
avons construit un Minimum Spanning Network (MSN) avec le logiciel ARLEQUIN (Schneider
et al. 2000). Le MSN correspond & un réseau d’haplotypes. Nous avons donc réduit les
génotypes diploides obtenus a des génotypes haploides. Ceci a été possible car au sein de
chaque ensemble, les clones étaient trés peu différents génétiquement et ne se différenciaient
jamais par les deux alléles d’un méme locus. Nous avons donc supprimé pour chaque locus
I’un des alléles, celui ne présentant aucune variation entre les différents clones de 1’ensemble
analysé. Le réseau obtenu sur les génotypes haploides correspond donc au réseau qui aurait

¢été obtenu avec des génotypes diploides.

C. Structuration clonale

Nous avons précédemment décrit le Fy comme indice de structuration génétique.
Selon I’estimateur de Weir et Cokerham (1984), le Fy permet d’estimer les différences de

fréquences alléliques entre différentes populations. Dans notre cas, ce qui nous intéresse est
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d’avoir un parametre analogue au Fy qui permette d’estimer des différences de fréquences de
génotypes entre différentes populations.

Dans un échantillon de n individus, on observe k clones, k variant de 1 (tous les
individus sont identiques génétiquement) a n (tous les individus sont différents
génétiquement). Le nombre d’individus correspondant au clone i est n;. La fréquence du clone
i dans la population est donc ni/n.

Nous avons donc défini le CL, pour Clonal differentiation, comme :

— Cz _Cz

CLst
1-C,

avec C,, la probabilité que deux clones soient identiques dans une méme population et Cs, la

probabilité que deux clones soient identiques dans deux populations différentes.

Cette formule est analogue a celle du Fy de Weir et Cokerham (1984) :

avec 0,, la probabilité¢ que deux alleles soient identiques dans une méme population et 03, la

probabilité que deux alléles soient identiques dans deux populations différentes.

Le CLg est donc analogue au Fy (Encadré II) et permet d’estimer la différence de
fréquences génotypiques entre des populations. L’estimation de la valeur du CLg peut étre
réalisée a I’aide des logiciels calculant le Fy. Pour cela, il suffit de considérer chaque individu
comme un génotype monolocus et haploide, chaque all¢le correspondant & un clone. Nous
avons utilisé ce codage avec le logiciel FSTAT, qui calcule alors un "Fy" sur populations

haploides (Weir 1996) correspondant a une estimation du parametre CLy.

D. Test dEwens-Watterson

Nous avons voulu savoir si le nombre de clones et leurs fréquences relatives dans le

champ d’un paysan sont le reflet de ses choix variétaux. Une méthode est de considérer les
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Encadré 11

Signification biologique du CL;.

On considére un modele en ile de n champs, chaque champ contenant N individus. Chaque
individu est caractérisé par son génotype multilocus (13 locus), appelé clone. La proportion
de migrants arrivant dans un champ a chaque génération est m.

On considére que m est faible. On considére que le taux de mutation multilocus, c’est-a-dire
la somme des taux de mutation sur les 13 locus qui caractérisent un clone, est nul.

La probabilité que deux clones d’'un méme champ soient identiques au temps t+1 est Cy; et
se calcule selon :

1 1
Con = (1 - 2m){§ + [1 _EJCZt:| +2mC;,

La premiere partie de I’équation correspond a la probabilité que deux clones échantillonnés
dans un méme champ proviennent du méme champ [1-2m] et soient identiques eu temps t+1.
Cette identité correspond a la probabilité que ces deux clones viennent d’un méme clone
[1/N] ou qu’ils viennent de deux clones [1-(1/N)] qui étaient identiques au temps t [Cy]. La
deuxiéme partie de 1’équation correspond a la probabilité que deux clones échantillonnés dans
un méme champ ne proviennent pas du méme champ [2m] et soient identiques au temps t
[Cs¢]. On ne prend pas en compte ici la probabilité que les deux clones aient tous les deux
migré dans un méme champ car m étant faible, on considére m* négligeable.

La probabilité que deux clones de deux champs différents soient identiques au temps t+1 est
Csi1 et se calcule selon :

2m |\ 1 1 2m
C3t+1 = [1’1 _1j|:§+[1 _EJCZt:|+[1 - n —le3t

La premiere partie de I’équation correspond a la probabilité que deux clones échantillonnés
dans deux champs différents proviennent d’un méme champ [2m/(n-1)] et soient identiques au
temps t+1. L’identité correspond a la probabilit¢ que ces deux clones viennent d’un méme
clone [1/N] ou qu’ils viennent de deux clones [1-(1/N)] qui étaient identiques au temps t [Cy].
On ne prend pas en compte la probabilité que les deux clones aient migré car m” est considéré
comme négligeable. La deuxi¢me partie de 1’équation correspond a la probabilité que deux
clones échantillonnés dans deux champs différents proviennent de deux champs différents [1-
(2m/(n-1))] et soient identiques au temps t [Cs].

A I’équilibre, Cy1 = Cyt et Csirp = C3i. On a alors :
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Encadré II (suite)

e e O e G RGO AR =

c,-c, =(c, —Q)(l—%}[l _szJ -, )%(1 ﬂmi}

n-1 n-1
Clz _CC3 = ! pour n grand et m faible
I P 2Nm(nj
n—
Donc, CL_ = our n grand
st 1 + 2Nm p g

Le mod¢le original de Fy décrit par Weir et Cokerham (1984) est un modéle en ile de
populations diploides échangeant a un taux m faible des individus et sans mutation. Les
formules originales sont les mémes que celles présentées ici en remplagant :

C, par 6,, soit la probabilité¢ que deux alleles d’une méme population soient identiques,

C; par 0;, soit la probabilit¢ que deux alleles de deux populations différentes soient
identiques,

N par 2N. En effet, le mod¢le original est décrit pour des populations diploides alors que notre
modele est décrit pour des populations haploides.

Le F vaut :
Fst = 1
1+4Nm

On voit donc que CLg et F correspondent tous les deux a un rapport 1/(1+xNm).

139



CHAPITRE Ill. STRUCTURATION GENETIQUE ET GESTION VARIETALE

tests de sélection dérivés des travaux d’Ewens (1972), développés pour tester si le nombre et

la fréquence des alleles dans une population diploide suivent un modéle neutre.

On considére un champ contenant N individus et un échantillon de n individus de ce
champ. Tous les individus dont les génotypes sont identiques correspondent & un méme clone.

La population suit un modele de Wright-Fisher. Les clones présents au temps t+1 sont
obtenus par échantillonnage des clones présents au temps t. Les générations ne sont pas
chevauchantes. On considére qu’il n’y a pas de différences de valeurs sélectives entre les
clones et donc que I’échantillonnage pour passer de t a t+1 est aléatoire. Dans ce cas, la
fréquence des clones ne dépend que la dérive et de la migration. On appelle ce modele
"modele aléatoire".

On considére un taux p’ de création de nouveaux clones. Ce taux p’ prend en compte a
la fois la création de clones par mutation (p) et ’arrivée de clones par migration (m). On a
donc p’=p+m. On considére que les clones créés par mutation ou arrivant par migration sont
toujours différents des clones existant dans le champ. On considére que I’on est a équilibre
mutation/migration/dérive. On considére N grand, pu, m et donc p’ faibles.

Dans un échantillon aléatoire de n individus, on observe k clones différents avec n; le

nombre d’individus correspondant au clone i. La somme des n; a ng vaut n.

Selon la théorie d’échantillonnage développée par Ewens (1972), on peut calculer la

probabilité d’observer k clones et que la répartition de ces clones soit {n;, ny,..., ng} :

n!0*
k!nn, ...nkSn(O)

(1) p(K=k)= avec Sp(0) = 0(0+1)(6+2)...(0+n-1) et 6=2Np’

Des détails sur ’obtention de cette formule par Ewens (1972) et sur son analogie avec notre

modele sont donnés dans I’Encadré I11.

A partir de 13, il devient possible de calculer la probabilité d’observer les différentes

répartitions possibles sachant le nombre k de clones observés dans le champ (Ewens 2004) :
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Encadré 111

Théorie d’échantillonnage d’Ewens (1972)

On présente ici la théorie d’échantillonnage développée par Ewens (1972), telle qu’elle est
présentée dans Ewens (2004), appliquée a nos données.

On consideére un champ contenant N individus et un échantillon de n individus de ce champ.
Chaque individu est caractérisé¢ par son génotype multilocus (13 locus). Tous les individus
dont les génotypes sont identiques correspondent & un méme clone.

La population suit un modéle de Wright-Fisher, c’est-a-dire que les clones présents au temps
t+1 sont obtenus par échantillonnage des clones présents au temps t avec remplacement
complet des clones. On considére qu’il n’y a pas de différences sélectives entre les clones et
donc que I’échantillonnage pour passer de t a t+1 est aléatoire.

On considére un taux p’ de création de nouveaux clones. Ce taux p’ prend en compte a la fois
la création de clones par mutation (p) et ’arrivée de clones par migration (m). On a donc
pw=p+m. On considére que les clones créés par mutation ou arrivant par migration sont
toujours différents des clones existant dans le champ. On considére N grand, p, m et donc p’
faibles.

Dans un échantillon aléatoire de n individus, on observe k clones différents dont le nombre est
{n;, ny,..., ng}. La somme des n; & ng vaut n. En d’autres termes, on observe n; individus
correspondant au clone 1,..., ng individus correspondant au clone k.

La probabilité que deux clones pris au hasard soient identiques au temps t+1 (F, 1) vaut
(Ewens 2004) :

gt

F, 1 correspond a la probabilité que les deux clones n’aient pas été créés au temps t+1 [(1-
u’)?] et qu’ils soient identiques. Cette identité correspond a la probabilité que les deux
individus proviennent d’un méme clone [1/N] ou qu’ils proviennent de deux clones [1-(1/N)]
identiques au temps t [F2 (].

A I’équilibre (F2 +1=F, ), F, vaut :

F, = ﬁ pour p’* négligeable et pour 2j’<<1 et avec 6=2Np’

La probabilité que trois clones pris au hasard soient identiques au temps t+1 (F; 1) vaut
(Ewens 2004) :
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Encadré III (suite)

1 1 1
B =) | (N-2HN 1B 3N 1)

F3 1 correspond a la probabilité que les trois clones n’aient pas été créés au temps t+1 [(1-
n’)’] et quils soient identiques. Cette identité correspond a la probabilité que les trois
individus proviennent d’un méme clone [1/N?], qu’ils proviennent de deux clones [3(N-
1)1/N] identiques au temps t [F3 ] ou qu’ils proviennent de trois clones [(N-1)(N-2)1/N?]
identiques au temps t [F3¢].

A I’équilibre (F3+1=F3), F3 vaut :

21

FF=—F%—— our u’? négligeable et pour 2u’<<1
3 (1+9)(2+9) p u ghg p u

En généralisant, on peut calculer la probabilité que i clones pris au hasard soient identiques au
temps t+1 (Ewens 2004) :

i-1 it

P :(1-uv)i[(N-1)(N-2)...(N-i+1)NLF +TermeenF,_, +..+Termeen F}

Le terme en F; ( correspond a la probabilité les i clones viennent de i clones identiques au
temps t, le terme en Fi;  a la probabilité que les i clones viennent de i-1 clones identiques au
temps t, ...

A I’équilibre (F;+1=Fi), Fi vaut :

(i-1)!

T li+0)2+6)...(-1+0

) pour p’% négligeable et pour 2p’<<1

De la méme fagon, on peut calculer la probabilité d’observer une répartition particuliere de
clones. Par exemple, si on a 4 clones répartis en deux paires de clones identiques, F,5 +1 vaut
(Ewens 2004) :

By = (1-10) L[N DN =2)N =3)F,, +2(N-1)(N-2)F,, +3(N-3)F,, ]

N
A I’équilibre, F;, vaut :

30 o ’
E,= (1 A 0)(2 n 9)(3 n 0) pour u’2 négligeable et pour 2p’<<I
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Encadré III (suite)

En généralisant a toutes les conformations possibles avec k clones répartis selon {n;, ny,...,
ng}, on trouve (Ewens 2004) :

n!o*

p(K :k) = k!nn, ___nkSn(e)

avec Sy(0) = 0(6+1)(6+2)...(6+n-1)

A partir de cette formule, il est possible de calculer la probabilit¢ d’observer chaque
configuration {nj, n,...,nx} sachant le nombre de clones k (Ewens 2004) :

_ n!
p(nl,nz,...,nk|k)— ‘Sk‘k'n -
nf—t 12 Tk
avec |S¥| le nombre de Stirling de premier ordre défini par Abramowitz et Stegun (1965).

On remarque que cette formule ne dépend que de n et de k et pas du taux de création de
nouveaux clones p’.

Les formules originales sont les mémes que celles présentées ici en remplacant N par 2N et p’
par u. En effet, le modéle original décrit dans Ewens (2004) correspond au modé¢le Infinitely
Many Alleles de Wright-Fisher pour une population diploide de N individus, correspondant
donc a 2N alleles. Dans notre cas, nous travaillons avec des populations haploides de N
individus, correspondant donc a N clones.

De plus, le modele original ne prend en compte que la mutation p. La migration est
considérée nulle. Si on considére que ce taux de migration n’est pas nul mais faible, alors le
terme O est égal a 2N(u+m(1-r)), r correspondant au ratio des probabilités d’identité d’un
allele provenant de deux populations et d’'une méme population (Slatkin 1982). r dépend de
m, p et du nombre de populations. Or, selon Slatkin (1982), si m est faible, la probabilité
d’identité de deux alleles provenant de deux populations différentes va étre faible par rapport
a celle de deux alléles provenant de la méme population. r devient alors négligeable et 0
devient égal a 2N(u+m). Dans ce cas I’effet de la migration devient assimilable a I’effet de la
mutation, on peut donc considérer un seul terme p’=p+m. Selon Slatkin (1982), la théorie
d’échantillonnage développée par Ewens (1972) est applicable dans le cas d’un taux de
migration faible.
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n!

2) p(nl’nz’m’nk|k):‘Sk‘k'nn -
n| o2 Tk

Sk

avec le nombre de Stirling de premier ordre défini dans Abramowitz et Stegun (1965).

A partir de cette formule, on est en mesure de déterminer la probabilité d’observer une
répartition particuliere, sachant le nombre de clones et en supposant un modele aléatoire. 11
devient donc possible de déterminer si la répartition observée est attendue sous un modele
aléatoire. Si ce n’est pas le cas, cela indique que certaines hypothéses qui sous-tendent le
modele (ex. équilibre mutation/migration/dérive, taux de migration et mutation faibles), et

notamment 1’hypothése de non sélection, ne sont pas respectées.

Le test qui permet de déterminer si la répartition observée est attendue sous un modele
aléatoire est bas¢ sur la statistique / (Watterson 1978). f est définie comme la probabilité que

deux clones pris au hasard dans un champ soient identiques :

f:Zsz

avec X, la fréquence de chaque clone k.

On est donc en mesure de calculer le fopserve pour la répartition observée et, a partir de
I’équation (2), on peut calculer la distribution des fauendqus SOus un modele aléatoire. En
replacant le fopserve dans la distribution des fattendus, ON peut déterminer si le fopserve correspond a
une répartition des clones attendue sous un modele aléatoire ou non. On attend que toute
sélection qui égalise les fréquences des clones diminue la valeur de f par rapport a I’attendu.
Au contraire, toute sélection qui favorise un clone va augmenter la valeur de f par rapport a

I’attendu.

Ce test est appelé test de Ewens-Watterson. A l’origine il a été développé pour
déterminer si la répartition des alleles dans une population diploide correspondait a I’attendu
sous un modele neutre. Comme indiqué dans 1I’Encadré III, ce test est applicable a nos

données car nous considérons chaque individu comme un génotype monolocus haploide,
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chaque allele correspondant a un clone. Dans ce cas, le test permet de savoir si la répartition
des clones correspond a I’attendu sous un mode¢le aléatoire.

Le test d’Ewens-Watterson a été réalisé avec le logiciel ARLEQUIN (Scheinder et al.
2000) pour tester si la répartition des clones dans chaque champ se conforme ou non au

modele aléatoire.
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lll. Résultats

A. Diversité génétique globale et puissance des microsatellites

La diversité révélée pour chaque échantillonnage par les 13 microsatellites utilisés est
indiquée dans le Tableau I11-4.

Dans les deux analyses, tous les locus sont en exces d’hétérozygotes excepté les locus
1AO01 et 3G04. Pour le locus 3G04, un fort déficit d’hétérozygotes a déja été observé dans
d’autres échantillonnages de 1’espeéce cultivée D. rotundata et des espéces sauvages D.
abyssinica et D. praehensilis (Chapitre II) et pourrait s’expliquer par la présence d’all¢les
nuls. Cependant, la présence d’alléles nuls ne nous apparait pas problématique dans le cadre
de notre analyse multilocus. Les forts exces d’hétérozygotes observés pour les autres locus
pourraient s’expliquer par le mode de propagation principalement végétatif de I’igname :
Balloux et al. (2003) ont montré que des populations théoriques asexuées et partiellement
asexuées maintiennent un grand nombre d’alléles pour un petit nombre de génotypes, et donc
que le taux d’hétérozygotie est fort.

Pour les deux échantillonnages, le pouvoir de discrimination de chaque marqueur est
proche du pouvoir de discrimination maximal attendu. En conséquence, la combinaison des
13 marqueurs permet, en théorie, de distinguer tous les individus différents génétiquement

(Figure III-1).

B. Structure et diversité variétale: clones, mutations et

reproduction sexuée

1. Diversité clonale et relation entre les clones

L’analyse a 13 locus de la diversité variétale (premier échantillonnage, 485 individus)

a révélé 33 clones différents. Quinze clones sont représentés par plus d’un individu et sont

146



CHAPITRE Ill. STRUCTURATION GENETIQUE ET GESTION VARIETALE

Echantillonnage des variétés (485 individus) Echantillonnage des champs (284 individus)
Locus  Alléles H. H, Fis D D Alleles H. H, Fis D D
1A01 2 0,05 0,05 0,012 *** 0,05 0,50 4 0,01 0,01 0,333 *** 0,01 0,75
1D08 6 0,70 0,86 -0,227 *** (0,70 0,83 10 0,71 0,93 -0,295 *** 0,71 0,90
1F08 3 0,52 0,86 -0,661 *** (0,52 0,67 5 0,51 0,84 -0,654*** 0,51 0,80
2C05 8 0,67 0,95 -0,406 *** 0,67 0,88 11 0,69 0,97 -0,398 *** 0,69 0,91
2D06 5 0,59 1,00 -0,705 *** 0,59 0,80 9 0,62 1,00 -0,599 *** 0,62 0,89
2D08 5 0,65 0,84 -0,292 *** (0,65 0,80 9 0,62 0,78 -0,268 *** 0,62 0,89
3BI12 5 0,62 0,89 -0,442 *** (0,62 0,80 6 0,54 0,73 -0,337 *** 0,54 0,83
3D06 5 0,74 1,00 -0,356 *** 0,74 0,80 5 0,72 0,99 -0,371 *** 0,72 0,80
3F04 4 0,61 0,79 -0,295 *** 0,61 0,75 7 0,56 0,70 -0,245*** 0,56 0,86
3F10 6 0,68 1,00 -0,473 *** 0,68 0,83 9 0,70 0,99 -0,413 *** 0,70 0,89
3F12 2 0,50 0,95 -0,894 *** (0,50 0,50 4 0,50 0,92 -0,817 *** 0,50 0,75
3G04 3 0,51 0,05 0,895 *** 0,51 0,67 5 0,51 0,12 0,765 *** 0,51 0,80
YM13 4 0,57 0,84 -0471*** 0,57 0,75 7 0,63 0,82 -0,296 *** 0,63 0,86

Tableau III-4. Diversité révélée par les microsatellites utilisés pour I’échantillonnage des
variétés (485 individus) et des champs (284 individus).

Pour chaque microsatellite on indique le nombre d’alleles observés, 1’hétérozygotie attendue
(He) et observée (H,), le Fis, le pouvoir de discrimination (D) et le pouvoir de discrimination
maximum (Dpnayx). Les Fjs ont été calculés et testés avec le test exact de GENEPOP (*** signifie
p<0,001). Dmax correspond au pouvoir de discrimination maximum attendu en supposant tous
les alleles en équi-fréquence.
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Figure III-1. Nombre théorique d’individus différents non distinguables avec les marqueurs
utilisés.

Le nombre théorique d’individus différents non distinguables se calcule a partir du pouvoir de
discrimination des marqueurs et dépend du nombre d’alleles et de la fréquence des alleles a
chaque locus. Ces valeurs ont été calculées pour les valeurs de D observées et pour les valeurs
de Dmax, ¢’est-a-dire en considérant tous les alleles du locus équi-fréquents. De la gauche vers
la droite, ces valeurs correspondent a la combinaison des différents locus.
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appelés "clones principaux". Ces clones seront par la suite nommés par une lettre (A a O).
Dix-huit clones sont représentés par un seul individu et sont appelés "clones uniques". Ces
clones ne seront plus distingués individuellement par la suite et seront nommés par le terme

générique "unique".

Les relations entre ces clones sont indiquées dans la Figure I1I-2. Six ensembles de
clones génétiquement proches, nommés C1 a C6, apparaissent. Ces ensembles sont constitués
d’au minimum un clone principal et un clone unique. On note la présence de quatre clones
uniques trés différents génétiquement de tous les autres clones et qui n’appartiennent a aucun

des ensembles définis.

La proximité génétique des clones composant ces six ensembles se confirme par
I’analyse du Minimum Spanning Network (MSN, Figure III-3). Pour chaque ensemble
analysé, on remarque la présence d’un clone majoritaire en nombre et dont partent toutes les
branches du réseau. Cette image correspond a ce que I’on attend dans le cas de clones dérivant
par mutation d’un clone majoritaire. Les différences observées entre le clone majoritaire et les
autres clones peuvent-elles s’expliquer par la mutation ?

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons calculé la probabilité d’obtenir les clones
d’un ensemble de clones par mutation du clone majoritaire et par un événement de
reproduction sexuée, c’est-a-dire indépendamment du clone majoritaire. Pour calculer la
probabilité que les clones d’un ensemble de clones soient apparus par mutation du clone
majoritaire, nous avons utilisé les taux de mutation calculés chez des microsatellites de mais
et de blé (107 a4 107, Thuillet et al. 2002 et Vigouroux et al. 2002) en faisant ’hypothése que
les nouveaux alleles ont été créés par une seule mutation. Les valeurs obtenues varient de 2,6
x 107 (1 mutation, taux de mutation 107) a 2,6 x 10”7 (2 mutations, taux de mutation 10).
Nous avons ensuite calculé la probabilité que les clones d’un ensemble de clones soient
apparus par un événement de reproduction sexuée. A partir des fréquences alléliques, nous
avons calculé la probabilité d’observer un génotype donné. Les valeurs obtenues sont faibles,
de 1’ordre de 2,7 x 10™'°. Le ratio de probabilité p(mutation)/p(reproduction sexuée) vaut en
moyenne de 10°. Il est donc plus probable que les différents clones d’un ensemble de clones
soient apparus par mutation du clone majoritaire que par reproduction sexuée. Chaque
ensemble, nommé C1 a C6, correspond donc a ce que nous avons appelé un "groupe de
clones", c’est-a-dire des clones qui, selon notre hypothese, dérivent les uns des autres par

mutation.
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Figure III-2. Arbre consensus des clones obtenus dans 1’échantillonnage des variétés.

Cet arbre a été construit avec 1000 bootstraps a partir d’une matrice de distance génétique Dy,
(méthode du Neighbor-joining). Les valeurs de bootstraps sont indiquées en pourcentage. Les
clones sont repérés par une lettre (A @ O) pour les clones principaux et par la notation
"unique" pour les clones uniques. Les différents ensembles de clones proches génétiquement

sont nommés C1 a Cé6.
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La plupart des différences entre le clone majoritaire et les autres clones impliquent une
modification de 2 a 8 bases, ce qui correspond aux patrons de mutation des microsatellites
habituellement rencontrés chez d’autres especes (ex. Huang et al. 2002). Cependant, il existe
certains clones pour lesquels la modification dans les tailles alléliques est plus importante
(plus de 15 bases). Mémes si de tels patrons de mutations ne sont pas courants, ils ont été
observés chez d’autres espéces (Schldtterer et al. 1998, Huang et al. 2002, Vigouroux et al.
2002). De plus, il possible que ces modifications importantes de tailles alléliques résultent de
plusieurs mutations. Cette observation ne permet donc pas de rejeter 1’hypothése de
I’apparition des clones d’un groupe de clones par mutation du clone majoritaire.

L’existence d’homoplasie dans les processus de mutation de microsatellites peut
perturber les résultats que nous avons obtenus. L homoplasie est définie comme I’existence
de deux alleles identiques en I’état mais non identiques par descendance (Jarne et Lagoda
1996). On peut ainsi observer, par exemple, deux all¢les différents a la génération t. L’un de
ces deux alleles mute a la génération ti; et se retrouve identique au deuxie¢me allele. Les
alleles sont alors effectivement identiques en 1’état mais pas par descendance. Dans notre cas,
nous ne sommes pas en mesure de différencier ces deux types d’identité. Nous risquons donc
de surestimer le nombre d’individus identiques. Cependant, pour que deux individus
apparaissent identiques sur 13 locus uniquement en raison de I’homoplasie, il faut considérer
que ces deux individus étaient trés proches génétiquement avant la mutation. La possibilité
d’homoplasie ne remet donc pas en question les conclusions données sur la proximité

génétique des individus a I’intérieur des groupes de clones.

Chaque groupe de clones peut étre considéré comme composé d’un clone majoritaire
et de clones trés peu différents apparus par mutations. Ces groupes de clones sont-ils apparus
par mutation de I'un des groupes ou correspondent-ils a des événements de reproduction
indépendants ?

L’analyse de I’arbre consensus (Figure I1I-2) montre que les groupes de clones sont
fortement différenciés les uns des autres. De plus, ces groupes de clones sont différents les
uns des autres par 13 alleéles en moyenne (de 7 a 20 alléles différents sur les 26 analysés), soit
en moyenne 50% des alleles. La probabilité que les clones majoritaires des groupes de clones
C1 a C6 soient apparus par reproduction sexuée est en moyenne de 1,3x10™° (calcul a partir
des fréquences alléliques). La probabilité que ces clones majoritaires soient apparus par

21 (7 différences, taux de mutation 10>, en

-80

mutation a partir de I’'un des clones varie de 2,6x10

considérant une différence = une mutation) a 2,6x10™ (20 différences, taux de mutation 10™).
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Figure I1I-3. Minimum Spanning Network (MSN) représentant les relations entre les clones
spécifiques des groupes de clones obtenus dans I’analyse de la diversité des variétés.

Les clones principaux sont représentés par une lettre (A a O) et les clones uniques sont
indiqués par le terme "unique". Chaque différence est représentée par le nom du locus et les
alleles qui different.
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Le ratio de probabilité p(mutation)/p(reproduction sexuée) vaut en moyenne de 107°. Il est
donc plus probable que les 6 groupes mis en évidence dans cette analyse correspondent a 6
produits de reproduction sexuée. Un calcul similaire entre les groupes de clones et les 4
clones uniques qui ne se rapportent a aucun de ces groupes donne un résultat similaire : il est
plus probable que ces 4 clones uniques soient apparus indépendamment des groupes de clones
que par mutation de I’'un de ces groupes. Cette analyse met donc en évidence 1’existence de 10

produits de reproduction sexuée pour les 485 individus analysés.

En résumé, nos résultats suggerent que la diversité des ignames cultivées se caractérise
par des groupes de clones issus de reproduction sexuée, a I'intérieur desquels les clones
évoluent par mutation.

2. Diversité génétique des variétés-nom

a. Différences génétiques entre les variétés-nom

La premiére question que nous nous sommes posée est de savoir si les différentes
variétés-nom, telles quelles sont définies par les paysans, correspondent a des ensembles
différents génétiquement. Si c’est le cas, nous nous demanderons si ces variétés-nom ont
évolué par mutation d’'une méme variété-nom ou si elles ont été créées indépendamment par

différents événements de reproduction sexuée.

L’arbre réalisé sur la matrice des distances (Figure 111-4) permet de mettre en évidence
les relations entre les différentes variétés-noms. Les quatre variétés-nom, Kpouna, Ahimon,
Kpakara et Moroko, sont différentes génétiquement de toutes les variétés analysées, nous les
nommerons par la suite V3 a V6. Les deux variétés-nom Bonniwouré kétékoba et
Bonniwouré wouloukaba sont trés proches génétiquement mais trés différentes des autres
variétés-nom. Nous nommerons ce groupe V2. Enfin, les quatre variétés-nom Baniakpa,
Kagourou, Sobasson et Kinkérékou correspondent a un méme groupe génétique et sont
différentes des autres variétés-nom. Nous nommerons ce groupe V1. On voit donc apparaitre
6 groupes de variétés-nom. Quatre correspondent a une seule variété-nom et deux au

regroupement de plusieurs variétés-nom.
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Figure III-4. Arbre consensus des variétés-nom.
Cet arbre a été construit avec 1000 bootstraps a partir d’une matrice de distance génétique Dg,
(méthode du Neighbor-joining). Les différents ensembles de variétés-nom proches
génétiquement sont nommés V1 a Vo.
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La répartition des clones dans les variétés-nom est indiquée dans le Tableau III-5. La
répartition des clones uniques n’est pas indiquée dans ce tableau pour ne pas le surcharger.
Cependant, ces clones uniques ont été pris en compte pour les analyses suivantes.

On remarque que les 6 groupes de variétés définis par I’arbre consensus (Figure I11-4)
correspondent aux 6 groupes de clones définis dans la partie précédente (Figure I11-2 et III-
3) : le groupe de variétés-nom V1 se compose en quasi-totalité de clones du groupe Cl1, le
groupe de variétés-nom V2 se compose en quasi-totalité¢ de clones du groupe C2, etc. On peut
donc considérer que chaque groupe de clones est spécifique d’un groupe de variétés-nom.
Compte tenu des conclusions données dans la partie précédente sur 1’origine des groupes de
clones, on peut considérer que ces 6 groupes de variétés-nom ont été¢ créés a partir de 6
individus différents issus de reproduction sexuée.

On remarque aussi que les différentes variétés-nom de chacun des groupes V1 et V2
sont composées des mémes clones. Ce résultat indique que, dans certains cas, les paysans

nomment différemment des individus identiques génétiquement.

En résumé, nos résultats suggerent que les variétés-nom d’igname ont été créées a
partir d’individus issus de reproduction sexuée. Puis, a I'intérieur de chaque variété-nom, la
diversit¢ a probablement évolué par mutation. Cependant, certaines variétés-nom
correspondent aux mémes groupes de clones : dans ce cas, les noms donnés par les paysans

sont synonymes d’un point de vue génétique.

b. Diversité génétique a l'intérieur des variétés-nom

Toutes les variétés-nom analysées, exceptée Kpakara, sont polyclonales (Tableau III-
5). Dans la majorité des cas, deux clones suffisent a représenter 90% des individus. On
observe donc peu de clones différents dans une variété-nom. De plus, dans une méme variété-
nom, la majorité des clones trouvés appartiennent au méme groupe de clones et sont donc tres
proches génétiquement. Selon notre hypothése sur I’évolution de ces groupes de clones, la
diversité observée dans les variétés-nom peut s’expliquer en majeure partie par la mutation.

Comme nous I’avons dit précédemment, chaque groupe de clones que nous avons
obtenu est spécifique d’un groupe de variétés-nom. On observe tout de méme la présence
dans certaines variétés-nom, d’individus dont le génotype correspond a un clone spécifique

d’une autre variété-nom. Nous considérerons ces individus comme des migrants, c’est-a-dire
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Nombre d’individus par clone recensé

gégg%%i?sm Variétés-nom Total Clones Clones principaux
umques A B C D E F G H I J K L M N O
Baniakpa 30 2 14 8 1 2 1 2
Vi Kagourou 58 2 39 16 1
Kinkérékou 104 1 39 2 59 3
Sobasson 76 4 39 9 1 2
V2 Bonniwouré wouloukaba 50 2
Bonniwouré kétékoba 29 1
V3 Moroko 52 3
V4 Kpakara 29
V5 Ahimon 30 3
V6 Kpouna 27 2 m
Groupes de clones Cl1 C2 C3 C4,C5, Co

Clonesprincippux, A B C D E F G H; I J K L M, N, O
60
100

99 100 78

Tableau III-S. Répartition des clones dans les variétés-nom analysées et relation entre ces
clones.

Les valeurs de la colonne "Clones uniques" indiquent le nombre d’individus dont le génotype
correspond a un clone unique. Les valeurs de la colonne "Clones principaux" indiquent le
nombre d’individus dont le génotype correspond a un clone principal (nommé de A a O).
L’arbre consensus a ¢été réalisé a partir des génotypes des clones principaux avec 1000
bootstraps. Les valeurs de bootstrap sont indiquées en pourcentage.
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des individus appartenant génétiquement a une variété-nom mais qui ont €té introduits
(volontairement ou non) dans une autre variété-nom, différente génétiquement. On trouve
5,4% d’individus correspondant a des migrants : 4,6% correspondent aux clones spécifiques
d’un autre groupe de variétés et les 0,8% restants a des clones uniques n’appartenant a aucun
groupe de clones. Ces derniers correspondent soit & des individus provenant d’un groupe de

variétés non échantillonnées, soit a des individus issus d’ennoblissement.

En résumé, la majeure partie des variétés-nom analysées sont polyclonales mais une
grande partie de la diversité observée s’interpréte comme de la mutation. On trouve cependant
des traces de migration de tubercules entre des variétés-nom issues de produits de

reproduction sexuée différents.

3. Diversité génétique des variétés-paysan

a. Organisation de la diversité entre les variétés-paysan de méme nom

Nous avons montré ci-dessus que chaque variété-nom est homogene génétiquement
car composée trés majoritairement de clones appartenant au méme groupe de clones. Nous
verrons ici comment se structure la diversité observée entre les variétés d’un méme nom

cultivées par des paysans différents, c’est-a-dire entre des variétés-paysan.

La répartition des clones dans les variétés-paysan est indiquée dans le Tableau I1I-6.
Pour des raisons de lisibilité, nous n’avons pas indiqué la répartition des clones uniques,
cependant ceux-ci ont été pris en compte dans les analyses suivantes.

On remarque que la quasi-totalit¢ des variétés-paysan sont polyclonales. Chaque
paysan cultive donc plusieurs clones dans les variétés-paysan mais on remarque que, comme
dans I’analyse des variétés-nom, ces clones appartiennent en majorité au groupe de clones
spécifique de la variété-nom. Toutes les variétés-paysan correspondant & une méme variété-
nom sont composées des mémes clones. On observe donc une identité génétique des variétés-
paysans portant le méme nom.

On remarque tout de méme que la fréquence de ces clones peut varier d’une variété-
paysan a l'autre (Figure I1I-5). Par exemple, les variétés-paysan Kinkérékou-4 et Kinkérékou-

5 présentent des fréquences de clones extrémement différentes, méme si ces clones sont trés
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Nombre d’individus par clone recensé

Sa{[(;g?eiffom Variétés Paysans Total lgnli(()llllleess A~ B C D ECIO;IGS pémcgauxl T K L M
Kagourou 1 22 18 4
3 36 2 21 12 1
Kinkérékou 2 27 7 17
4 17 17
Vi 5 29 2 27
6 15 12 2 1
7 16 1 1 14
Sobasson 1 29 1 7 21
8 27 2 23 2
9 20 1 9 9 1
v DBomiwouréwouloukaba I 26 2 | 13 10
2 24 | 22 2
_\_]3""""%/15?015""_""""_1""55""T"| _____________________ ] 18 6
2 27 2 I 25
Groupes de clones | Cl I c2 | (3 | |
Clones principauuxx] A B C D E F G H|I J K L M|
L1 L]
b
99 100 100

Tableau III-6. Répartition des clones dans les variétés-paysan analysées et relation entre ces
clones.

L’arbre consensus a ¢été réalisé a partir des génotypes des clones principaux avec 1000
bootstraps. Les valeurs de bootstrap sont indiquées en pourcentage.

Variétés-paysan Kinkérékou

- Groupes  (jones
De clones
HA
mB

Paysans 2 . (5] c
Variétés-paysan Sobasson ' Variétés -paysan Kagourou oD
“N mE
BF
. mH
Paysans 4 Paysans 1
Variétés-paysan Moroko Variétés-paysan Bonniwouré wouloukaba c2 aJ
s oK
mL
. . @ ° o -

O Unique

Paysans 4 Paysans 1

Figure III-5. Fréquence des clones dans les variétés-paysan, récoltées chez des paysans
différents mais portant le méme nom.
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proches génétiquement. Dans certains cas pourtant, par exemple les variétés-paysan
Kinkérékou-5 et Kinkérékou-7, les fréquences des clones sont tres similaires.

Cette structuration se confirme par le calcul du CLg entre les variétés-paysan portant
le méme nom (Tableau I1I-7). Dans la plupart des cas, les valeurs de CL sont fortes et
hautement significatives. Précisons cependant que, méme si les fréquences de clones sont
parfois trés différentes d’une variété-paysan a ’autre, les clones présents dans ces variétés-
paysan appartiennent tous a un méme groupe de clones et sont donc trés proches
génétiquement. En d’autres termes, méme si les CLg (structuration clonale) sont forts, les Fy
(structuration allélique) sont faibles, bien que significatifs (Tableau III-7). On peut donc
conclure que les variétés-paysan portant le méme nom correspondent bien a un ensemble
génétique homogene, mais que les clones ne sont pas organisés de la méme fagon selon les

variétés-paysan.

Au sein des variétés-paysan du groupe de variétés-nom V1, on remarque une
distribution tres différente des clones A et D (Tableau II1-6), qui se traduit par des valeurs de
CLy tres fortes (Tableau III-7). On remarque en effet que lorsque ce clone D est présent dans
une variété-paysan, le clone A est en faible fréquence. Inversement, lorsque le clone A est
présent en forte fréquence dans une variété-paysan, le clone D est absent. Cette distribution
laisse penser que le clone A est apparu tot dans I’histoire du groupe de variété-nom V1 et a
¢été diffusé chez une grande majorité des paysans. Au contraire, on peut penser que le clone D

est apparu plus tard et a été diffusé chez peu de paysans.

En résumé, chaque paysan gére des variétés-paysan polyclonales mais dont la diversité
s’interpréte en majeure partie comme de la mutation. Le nom de variété donné par les paysans
a globalement la méme signification génétique chez tous les paysans avec lesquels nous avons
travaillé. On observe tout de méme des différences dans I’organisation de la diversité clonale

entre les variétés-paysan portant le méme nom.

b. Relation entre les flux de tubercules et la diversité des variétés-paysan

Parmi les 19 variétés-paysan analysées, 8 ont fait ’objet de mélanges de tubercules

obtenus de 2 a 5 paysans différents (Tableau III-1). On constate qu’il n’y a pas de relation
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Kinkérékou 2 4 5 6 7
2 0,02 * 0,01 ** 0,02 * 0,01 *
4 0,58 ** 0,04 ** 0 NS 0,03 **
5 0,15 * 0,91 ** 0,03 **  ONS
6 0,38 ** 0,11 NS 0,75 ** 0,03 **
7 0,08 NS 0,87 ** -0,03 NS 0,66 **
Kagourou 1 3
1 0,01 *
3 0,04 NS
Sobasson 1 8 9
1 0,04 ** 0,06 **
8 0,55 ** 0,01 **
9 0,4 ** 0,28 **
Bonniwouré
wouloukaba 1 2
1 0,01 **
2 0,23 **
Moroko 1 2
1 0,01 **
2 0,13 **

Tableau III-7. Valeurs de CL (différenciation clonale) et Fy (différenciation allélique)
calculés entre les variétés-paysan portant le méme nom.
Les valeurs de CLg sont indiquées au dessous des diagonales et les valeurs de Fg au dessus
des diagonales. Les numéros correspondent aux codes donnés aux paysans. NS = Non

significatif, * = p<0,05, ** = p<0,01.
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entre le nombre de paysans donneurs de tubercules et le nombre de clones (principaux et
uniques) observés dans les variétés-paysans (Figure I11-6).

Ce résultat ne valide donc pas notre hypothese, selon laquelle plus les variétés-paysan
avaient fait ’objet de mélanges de tubercules, plus la diversité intra-variété-paysan était
grande. Cette absence de relation peut s’expliquer par différentes raisons :

1. La diversité intra-variétés-paysan est faible, on manque donc peut-étre de puissance pour
mettre en évidence une relation.

2. Nous avons vu dans la partie précédente que les variétés-paysan correspondant a une méme
variété-nom sont composées des mémes clones, bien que les fréquences de ces clones varient
d’une variété-paysan a I’autre. Ces clones sont spécifiques a la variété-nom et sont trés peu
différents génétiquement. Des flux de tubercules entre les variétés-paysan correspondant a
une méme variété-nom n’introduisent donc pas de diversité clonale car ils se font entre des
entités similaires génétiquement.

3. L’existence de mélanges de tubercules dans les variétés-paysan n’a pu étre établie que sur
une seule génération. En effet, dans la majorité des cas, les paysans avaient obtenu leurs
variétés par héritage au déces de leur pére. L’estimation du nombre de donneurs a I’origine de
la variété-paysan s’en trouve donc biaisée.

Il est donc difficile de tirer des conclusions sur le role des flux de tubercules dans la

diversité intra-variété-paysan a partir de cette analyse.

C. Structure et diversité génétique des champs d’igname

1. Diversité clonale et relation entre ces clones

Nous avons tout d’abord conduit une analyse de la diversité clonale similaire a celle
conduite pour I’analyse des variétés.

L’analyse de la diversit¢é présente dans les champs d’igname (deuxi¢me
échantillonnage, 284 individus) a révélé 35 clones différents. On observe 21 clones
principaux, dont 12 correspondant a des clones principaux mis en évidence dans I’analyse

précédente. Les 14 clones restant correspondent a des clones uniques.
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Figure III-6. Nombre de clones observés par variété-paysan.

Le nombre de clones par variété-paysan est rapporté au nombre de tubercules analysés dans
chaque variété-paysan. Ce nombre de clones est présenté en fonction du nombre de paysans
qui ont donné des tubercules de cette variété au paysan chez qui nous 1’avons collectée.
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Les relations entre ces clones sont indiquées dans la Figure III-7. On observe 10
ensembles de clones génétiquement proches. L’analyse du MSN (Figure I11-8) montre que les
clones de ces 10 ensembles se différencient du clone majoritaire par peu d’all¢les. Un calcul
similaire a celui réalisé dans 1’analyse précédente nous confirme qu’il est plus probable que
ces clones soient apparus par mutation que par reproduction sexuée. Ces 10 ensembles
s’interprétent donc comme des groupes de clones, c’est-a-dire a des clones dérivant par
mutation. Parmi les 10 groupes obtenus, on retrouve les 6 groupes (C1 a C6) mis en évidence
dans I’analyse précédente. Ces groupes différent un peu entre les deux analyses puisqu’on
note la présence dans cet échantillonnage de clones que nous n’avions pas observés dans
I’analyse précédente.

On note aussi la présence de 4 clones uniques qui ne se rapportent a aucun des 10
groupes de clones. Un calcul similaire a celui de I’analyse précédente indique qu’il est plus
probable que ces 10 groupes de clones et ces 4 clones uniques soient apparus par reproduction
sexuée que par mutation. Cet échantillonnage suggere donc I’existence de 14 produits de

reproduction sexuée contre 21 produits de mutation.

Dans cette analyse, nous ignorions au moment de I’échantillonnage la variété
d’appartenance des individus génotypés par la suite. Par contre, nous savions quelles variétés
étaient cultivées par les paysans et, grace a ’analyse précédente, nous savons a quels clones
correspondent certaines des variétés cultivées par ces paysans. Chaque fois qu’un clone de
I’'un des groupes de clones a été trouvé dans un champ, on note que le paysan cultive
effectivement la ou les variétés caractérisées par ce groupe de clones. L’inverse n’est pas vrai
puisque parfois les paysans cultivent des variétés dont nous n’avons pas retrouvé les clones
spécifiques. Ceci est particulierement vrai pour des paysans cultivant de trés grands champs et
pour des variétés cultivées en faible quantité. Il s’agit donc sans doute d’un effet
d’échantillonnage.

On est donc en mesure de déterminer a quel groupe de variétés appartiennent une
partie des individus que nous avons génotypés, méme si nous n’avions pas cette information

au moment de I’échantillonnage.
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Figure III-7. Arbre consensus des clones obtenus dans I’échantillonnage des champs.

Cet arbre a été construit avec 1000 bootstraps a partir d’une matrice de distance génétique Ds,
(méthode du Neighbor-joining). Les valeurs de bootstraps sont indiquées en pourcentage. Les
clones sont repérés par une lettre (A @ X) pour les clones principaux et par la notation
"unique" pour les clones uniques. Les différents ensembles de clones proches génétiquement
sont nommeés C1 a C10.
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Figure I1I-8. Minimum Spanning Network (MSN) représentant les relations entre les clones

spécifiques des groupes de clones obtenus dans ’analyse de la diversité des champs.

Les clones principaux sont représentés par une lettre (A a X) et les clones uniques sont
indiqués par le terme "unique". Chaque différence est représentée par le nom du locus et les

alleles qui different.
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2. Différenciation génétique des champs d’igname

Dans un premier temps, notre objectif a été de savoir si des paysans différents
cultivent la méme diversité génétique. Pour cela, nous avons comparé la diversité observée
dans les champs de 6 paysans. La répartition des clones dans les champs analysés est indiquée
dans le Tableau III-8. Pour des raisons de lisibilité, la répartition des clones uniques n’est pas

indiquée dans ce tableau mais ces clones ont été pris en compte pour les analyses suivantes.

Nous avons analysé la différence de répartition des clones dans les six champs en
calculant les CLg (Tableau III-9). Les CLy indiquent que les fréquences des clones sont
différentes d’un champ a I'autre (CLg significatifs). Cependant, ces valeurs sont faibles (CLg
=0 a 0,07). Les Fy calculés entre les champs sont trés faibles et la plupart du temps non
significatifs, ce qui signifie que les fréquences alléliques sont similaires d’un champ a I’autre.

De la méme fagon, nous avons calculé les CL sur les groupes de clones. C’est-a-dire
que nous avons considéré tous les clones appartenant & un méme groupe de clones comme
identiques au clone majoritaire. De cette facon, on ne prend plus en compte les individus
proches génétiquement, supposés étre des mutants. On observe alors que la plupart des CLy
sont faibles et non significativement différents de zéro (Tableau III-10). En d’autres termes,
les paysans cultivent globalement les mémes groupes de clones en fréquences similaires. On
observe cependant un paysan dont le champ se différencie de tous les autres (paysan 2). On
remarque en effet la présence de deux groupes de clones (C6 et C7) non présents dans les
autres champs et ’absence d’un groupe de clones (C2) présent dans tous les autres champs
(Tableau III-8).

Dans I’analyse précédente sur la diversité des variétés, nous avons montré que chaque
groupe de clones était spécifique d’un groupe de variétés. L’analyse conjointe des CLg sur les
clones et les groupes de clones et des Fg suggére donc que les paysans cultivent globalement
les mémes groupes de variétés en fréquences similaires. Ceci est particuliérement vrai pour
les variétés caractérisées par les groupes de clones C1, C2 et C3. Ces variétés sont, d’apres
notre enquéte, cultivées par tous les paysans avec lesquels nous avons travaillé et en grande
quantité. On observe des différences plus importantes pour les autres groupes de clones. On
remarque que les variétés caractérisées par les groupes C4, C5 et C6 apparaissent dans notre

enquéte comme cultivées par peu de paysans et en faible quantité. Il n’est donc pas surprenant
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Nombre d’individus par clone recensé

Clones

Paysans Total uniques Clones principaux
A B C D HI'I J P Q RIK LiM SINIT UIVIWI X 1O
1 50 2 18 2 4 3 2 8§ 1 1 7 2
2 50 6 10 17 4 11,2 4 1 2 1 1
4 40 0 18 2 4 7 2 1
5 50 3 24 1 8 9 1 1 3
7 45 2 14 2 7 3 6 4 3 1 2 1
8 49 0 18 1 6 1 21 315
Groupes de clones Cl1 C2 C3 C4 Cs C7 C8,C9,C10; C6
Clones principaux ! A B C D H ! 1 P Q R/'K LM N!'T UIVIWIX

LR ULy

Tableau III-8. Répartition des clones dans les champs analysés et relation entre ces clones.
Les valeurs de la colonne clones uniques indiquent le nombre d’individus dont le génotype
correspond a un clone unique. Les valeurs de la colonne clones principaux indiquent le
nombre d’individus dont le génotype correspond a un clone principal (nommé de A a X).
L’arbre consensus a été réalisé a partir des génotypes des clones principaux par PHYLIP avec
1000 bootstraps. Les valeurs de bootstrap sont indiquées en pourcentage.

Paysans 1 2 4 5 7 8
1 0,03** 0,01* 0,0lNS O0,0INS 0,01%*
2 0,04 ** 0,06 ** 0,04 ** 0,04 ** 0,03 **
4 0,02 ** 0,08 ** 0,0 NS 0,01 NS 0,01 *
5 0,02* 0,07 ** 0,00 ** -0,01 NS 0,01 NS
7 0,02 ** 0,06 ** 0,01 * 0,04 ** 0,0INS
8 0,01 ** 0,03 ** 0,02 ** 0,01 NS 0,02 **

Tableau III-9. Valeurs de CL (différenciation clonale) et Fy (différenciation allélique)
calculés entre les champs des différents paysans.

Les valeurs de CLg sont indiquées au dessous des diagonales et les valeurs de Fg au dessus
des diagonales. Les numéros correspondent aux codes donnés aux paysans. NS = Non
significatif, * = p<0,05, ** = p<0,01.

Paysans 1 2 4 5 7
2 0,08 *
4 0,03NS 0,14 *
5 -0,01 NS 0,09 * 0,01 NS
7 0,0lNS 0,11 * 0,0l NS  -0,01 NS
8 0,0l NS 0,06 * 0,02NS -0,0l NS 0,01 NS

Tableau III-10. Valeurs de CLg calculés entre les champs des différents paysans sur les
groupes de clones.
Les numéros correspondent aux codes donnés aux paysans. * = p<0,05.
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que les clones spécifiques a ces variétés contribuent plus que les autres a structurer la

diversité.

La faible différenciation clonale observée au niveau des champs contraste avec la forte
différenciation clonale observée au niveau des variétés (CLgy = 0,04 a 0,91 Tableau I11-7). Le
Tableau I11-7 indique de fortes différenciations clonales entre les variétés caractérisées par les
clones des groupes C1, C2 et C3. Pourtant au niveau des champs, les clones de ces groupes ne
présentent pas les plus forts niveaux de différenciation (Tableau III-11). De plus, les trois
clones présentant de forts CLy (D, H et J) sont représentés par peu d’individus et donc ont des
conséquences faibles sur la différenciation globale. Au contraire, les clones représentés par un
grand nombre d’individus (A, K et I), qui ont donc des conséquences importantes sur la
différenciation globale, présentent des valeurs de CLg faibles. On peut donc supposer que la
forte structuration observée au niveau variétal influence peu la structuration globale au niveau

des champs.

En résumé, il ressort de cette analyse que I’ensemble des paysans avec lesquels nous
avons travaillé cultivent globalement les méme groupes de clones et en fréquences similaires.
Cependant, la présence de certains groupes de clones cultivés en faible quantité et par peu de

paysans contribue a structurer faiblement la diversité observée.

3. Mise en évidence de la diffusion de produits de I’ennoblissement

L’analyse des arbres consensus des clones obtenus dans les deux échantillonnages
(Figure III-2 et III-7) nous montre cinq individus correspondant a des clones uniques et
particuliers. Ces clones se différencient des clones principaux par 22 alléles en moyenne (85%
des alleles). Nous avons assigné, a 1’aide du logiciel STRUCTURE, ces cinq individus aux
populations sauvages (D. abyssinica) et cultivées (D. rotundata) échantillonnées dans le nord
du Bénin et analysées dans le Chapitre II. Cette analyse révele que ces cinq individus ont un
génotype sauvage D. abyssinica.

Trois de ces individus ont été collectés dans les variétés Kagourou, Kinkérékou et
Kpouna. Ces trois variétés ne sont pas supposées avoir fait 1’objet d’ennoblissement,
cependant, elles ont ¢été collectées dans les champs des deux paysans pratiquant

I’ennoblissement (paysans 2 et 3). Cela suggere que la présence de ces deux génotypes
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Clones Principaux Groupe Nombre CLg4
de clones d’individus

N C5 8 0,10
J C2 15 0,09
D Cl 10 0,08
H Cl 4 0,06
U C7 4 0,06
W C9 9 0,03
R C2 2 0,03
K C3 55 0,03
A Cl 102 0,02
I C2 24 0,02
P C2 2 0,02
C Cl 2 0,02
T C7 2 0,02
M C4 9 0,02
B Cl 5 0,01
L C3 1 0
O Cé6 1 0
Q C2 2 0
X C10 2 0
\Y% C8 10 0
S C4 2 0
Clones uniques 1 (moyenne) 0 (moyenne)

Tableau III-11. Valeurs de CLy obtenues pour chaque clone lors de I’analyse de la
différenciation clonale entre les champs des paysans.

Chaque clone (A a X) est spécifique d’un groupe (C1 a C10). Pour chaque clone, on indique
le nombre d’individus correspondant a ce clone et la valeur de CL obtenue lors du calcul du
CL entre les champs des six paysans.
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sauvages dans ces variétés traduit 1’introduction de génotypes sauvages par le biais de
I’ennoblissement.

Les deux autres individus ont été collectés dans les champs de deux paysans ne
pratiquant pas I’ennoblissement (paysans 5 et 7). On met donc ici en évidence des produits
d’ennoblissement qui ont migré depuis les champs des paysans les ayant ennoblis vers les
champs de ces paysans.

Nous avons montré dans le Chapitre II qu’une grande partie des individus pré-ennoblis
sont de génotypes cultivés et qu’il s’agit probablement d’hybrides inter-variétaux. Nous ne
sommes pas en mesure de montrer la présence de ces hybrides dans cette analyse car nous
sommes incapables de distinguer génétiquement ces hybrides des autres individus cultivés.
Dans nos deux échantillonnages, on note la présence de trois individus qui n’appartiennent a
aucun groupe de clones et qui ne sont pas de génotypes sauvages. Ces individus peuvent étre
le reflet de I'introduction d’hybrides inter-variétaux. Cependant, notre échantillonnage s’est
limité & peu de variétés, il est donc aussi possible que ces individus correspondent a des

clones spécifiques de variétés sur lesquelles nous n’avons pas travaillé.

En résumé, nos résultats montrent la diffusion de produits d’ennoblissement chez des
paysans ne pratiquant pas I’ennoblissement, élargissant ainsi I’impact de la pratique a un plus

grand nombre de paysans.

4. La répartition des clones dans les champs dépend-elle des choix

paysans ?

Avant de commencer cette étude, nous supposions que les paysans, a travers leur
choix de cultiver un certain nombre de variétés et en quantité déterminée, avaient une
influence directe sur le nombre et la répartition des clones dans leurs champs. Or, nous
venons de mettre en évidence que les variétés sont polyclonales et que la diversité observée
est probablement due a la mutation. Si les paysans ne sont pas en mesure de différencier ces
mutants, alors la diversité intra-variétale ne doit pas dépendre du paysan. Dans ce cas, il n’est
plus aussi évident que le nombre et la fréquence des clones dans un champ dépendent du

choix paysan.
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Pour tester le role du choix paysan sur le nombre et la fréquence des clones dans les
champs, nous avons utilisé un test analogue au test d’Ewens-Watterson. Dans notre cas, ce
test consiste a comparer la distribution observée des clones a la distribution attendue des

clones sachant le nombre d’individus analysés et le nombre de clones observés.

Les résultats du test sont indiqués dans le Tableau III-12. On constate qu’excepté pour
le champ du paysan 2, la distribution des clones dans les champs ne s’écarte pas d’un modele
aléatoire. Contrairement a ce que 1’on pensait, la répartition des clones dans un champ ne
serait donc pas le reflet des choix paysans.

Pour expliquer ce résultat, on suppose que méme si les paysans choisissent en quelle
quantité ils cultivent leurs variétés, la distribution des clones a I’intérieur des variétés serait
indépendante des paysans car ils ne seraient pas en mesure de les différencier
morphologiquement. La nature polyclonale des variétés d’igname masquerait donc I’effet de
la gestion paysanne des variétés.

On observe tout de méme un cas ou le test met en évidence une déviation par rapport
au modele aléatoire. Il s’agit du champ du paysan 2. Ce champ se révele particulierement
intéressant car il appartient au seul paysan pratiquant I’ennoblissement avec lequel nous avons
travaillé pour cette étude particuliere.

La distribution des clones attendus selon le modéle aléatoire révéle que ce paysan
posséde plus de clones en faible fréquence que ce qui est attendu. Il existe une relation entre
le nombre de variétés possédées et le nombre de clones observés dans les champs : plus un
paysan a de variétés, plus on met en évidence de clones différents (Figure 11I-9). Comme ce
paysan possede plus de variétés que tous les autres paysans (19 variétés contre 14 en moyenne
pour les autres paysans), il n’est pas étonnant que 1’on trouve le plus grand nombre de clones
différents dans son champ (0,34 clones par tubercule analysé contre 0,21 en moyenne pour les
autres paysans). Cependant, la faible fréquence d’un grand nombre de clones issus de
reproduction sexuée pourrait s’expliquer car ce paysan pratique 1’ennoblissement. Il a déja
introduit des produits d’ennoblissement dans ses variétés et il a déja créé une variété nouvelle
(Dompikou) a partir d’un produit d’ennoblissement. Nous avons d’ailleurs trouvé trois
génotypes sauvages dans son champ qui pourraient correspondre a ces introductions. Ces
produits d’ennoblissement, supposés génétiquement différents des clones spécifiques de ses
variétés, pourraient n’étre cultivés qu’en faible quantité car, dans le cas des tubercules
ennoblis intégrés dans une variété, ces tubercules n’ont pas forcément eu le temps (ou la

possibilité¢) d’envahir les variétés. Dans le cas de la variété Dompikou, elle est encore cultivée
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Paysan | Nb individus | Nb clones p

1 50 12 0,59
2 50 17 0,98
4 40 7 0,28
5 50 10 0,89
7 45 12 0,39
8 49 9 0,35

Tableau III-12. Résultats du test d’Ewens-Watterson pour chaque champ analysé.

Les deux paramétres utilisés pour générer la distribution attendue des clones, c’est-a-dire le
nombre d’individus analysés et le nombre de clones observés, sont indiqués, ainsi que la
probabilité p obtenue. La distribution des clones suit un mod¢le aléatoire si 0,025<p<0,975.
Les valeurs significatives, indiquant un écart au modele aléatoire, sont indiquées en gras.

0,35

0,3 A

R?=0,34

0,25 -

0,2 -

Nb. clones / Nb. tubercules
analysés

0,15 ‘ \ \

Nb. variétés

Figure III-9. Relation entre le nombre de clones observés dans un champ et le nombre de
variétés cultivées dans un champ.
Le nombre de clones observés est rapporté au nombre de tubercules analysés par champ.
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en faible quantité. Dans tous les cas 1’existence d’un plus grand nombre de clones en faible
fréquence que ce qui est attendu sous un modele aléatoire pourrait étre la trace de

I’introduction de diversité via 1’ennoblissement.

Lorsqu’on réalise ce test sur les groupes de clones et non pas sur les clones (c’est-a-
dire en considérant tous les clones d’un groupe de clones comme identiques au clone
majoritaire), les distributions des groupes de clones dans chaque champ ne s’écarte pas
significativement du modele aléatoire. Si, d’apres les résultats obtenus sur la diversité des
variétés, on admet que chaque groupe de clones correspond & un groupe de variétés, cela
signifie que les choix du paysan ne se reflétent pas dans la répartition des groupes de variétés
dans son champ. Ce résultat est contre-intuitif.

Une explication réside dans le fait que cette analyse a été réalisée sur les groupes de
variétés, pas sur les variétés. Or, le paysan gére sa diversité au niveau de la variété, pas du
groupe de variétés. De plus, on remarque que les groupes de variétés V1 et V2 contiennent a
la fois des variétés cultivées en grande quantité et des variétés cultivées en plus faible quantité
(Baco 2000). Le fait que les paysans cultivent des variétés synonymes génétiquement en

quantité différente peut donc masquer I’impact du choix paysan sur la distribution des clones.

L’absence d’impact du choix paysan sur la diversité est un résultat a prendre avec
précaution. Tout d’abord, le test d’Ewens-Watterson "classique" est peu puissant et a
tendance a ne pas rejeter ’hypothése nulle méme lorsqu’il y a sélection (Ewens 2004). Par
analogie notre test pourrait étre trop conservatif. De plus, il n’est pas certain que nos données
respectent bien toutes les hypotheéses de départ (ex. équilibre mutation/dérive). Il est donc
possible que les résultats obtenus ici soient davantage diis aux défauts du test plutot qu’a une
absence d’impact du choix paysan.

Bien que des analyses complémentaires restent a réaliser, notamment pour mieux
comprendre comment notre cas s’é¢loigne du modele théorique et comment cela peut
influencer sur le test, cette approche permet d’aborder d’un point de vue quantitatif une des
données fondamentales de la conservation in situ : jusqu’a quel point la gestion paysanne
influence-t-elle la diversité génétique et quelle est la part de diversité qui échappe au contrdle

du paysan ?
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En résumé, nous ne pouvons pas conclure que les choix de 5 des 6 paysans (nombre de
variétés et quantité de chaque variété) influencent la répartition des clones dans leurs champs.
Cependant, I’impact de ces choix est visible sur la diversité maintenue par un des paysans,
celui pratiquant I’ennoblissement. En effet, la présence de nombreux clones en faible
fréquence traduit I’introduction de diversité par le biais de I’ennoblissement. Cette différence

de comportement peut avoir des incidences importantes en termes de gestion de la diversité.
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IV. Discussion

A. Structuration génétique et gestion paysanne

1. Classification paysanne vs classification génétique

Avant d’entamer cette étude, nous pensions que les variétés étaient hétérogenes
génétiquement. En effet, en raison des difficultés qu’ont les paysans a identifier leurs variétés
en dehors de leurs champs (Baco 2000) et des flux de tubercules entre les paysans, nous
supposions I’existence d’importantes migrations de tubercules entre des variétés différentes
génétiquement.

Au contraire, nous avons observé une trés grande homogénéité génétique des variétés-
paysan. La diversité intra-variété-paysan observée est en effet probablement due aux
mutations et ne peut pas €tre imputée a des migrations. Nous avons aussi montré que des
paysans différents cultivent sous un méme nom les mémes clones. Dans ce cas, les flux de
tubercules entre les paysans mettent en jeu des clones appartenant aux mémes groupes et ne
contribuent donc pas a introduire dans une variété-paysan des clones différents. Selon Baco
(2000), les paysans tentent d’éviter les mélanges de tubercules de variétés différentes en
semant en lignes distinctes les variétés dans leur champ et en conservant les tubercules en tas
distincts. En cas de mélange, les tubercules douteux ne sont pas utilisés pour planter le champ.
Ce mode de gestion semble particuliérement efficace car on note peu d’individus identifiés

comme des migrants (5,4% des individus analysés).

Les variétés-paysan telles qu’elles sont définies et gérées par les paysans ont donc une
signification génétique réelle. Cette conclusion est valable chez chacun des paysans pris
indépendamment mais aussi pour I’ensemble des paysans avec lesquels nous avons travaillé.
On constate en effet que les variétés-paysan portant le méme nom correspondent aux mémes
groupes de clones. La variété-nom a donc une identité génétique.

Tous ces paysans appartiennent a la méme ethnie, les Gando. On en déduit donc que

les paysans de I’ethnie Gando ont les mémes critéres de classification des variétés. Ceci est
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valable pour I’ethnie Gando du village Gorobani, mais en I’absence de données génétiques
dans d’autres ethnies et d’autres villages, nous ne pouvons pas généraliser cette conclusion.
Une analyse de structuration génétique réalisée au niveau du Bénin par Tostain et al.
(en préparation) indique que quelques variétés-paysan portant le méme nom collectées dans
des régions tres différentes sont différentes génétiquement. Cependant, une telle analyse doit
étre réalisée sur un échantillon plus important pour pouvoir tirer des conclusions sur les

ressemblances ou différences de classifications chez des ethnies différentes.

Toutes les variétés d’igname ne sont pas différentes génétiquement. Parmi les 10
variétés analysées, les quatre variétés du groupe V1 sont caractérisées par le méme groupe de
clones (C1) et les deux variétés du groupe V2 sont caractérisées par le méme groupe de clones
(C2). On est donc dans une situation ou les paysans donnent des noms différents a des
individus identiques génétiquement (sur nos 13 locus). On voit donc apparaitre des groupes
génétiques de variétés.

Cette structuration en groupes génétiques de variétés rappelle les groupes variétaux
tels qu’ils ont été définis par Hamon et al. (1986) ou Dansi et al. (1999). Ces groupes
variétaux renferment plusieurs variétés proches morphologiquement mais bien différenciées
de celles regroupées dans un autre groupe variétal. Cependant, les groupes variétaux définis
au Bénin par Dansi et al. (1999) sur des critéres morphologiques ne correspondent pas aux
groupes génétiques de variétés que nous avons mis en évidence ici sur des critéres génétiques.
Par exemple, les quatre variétés du groupe V1, qui apparaissent ici similaires génétiquement,
n’ont pas été classées dans un méme groupe morphologique par Dansi et al. (1999). Nos
résultats sont cependant en accord avec la classification paysanne donnée par Baco (2003). A
partir d’entretiens de groupe, Baco (2003) a noté les critéres agronomiques, morphologiques,
sociologiques et culturels des différentes variétés cultivées dans la région nord du Bénin, et
plus particulicrement dans le village de Gorobani ou nous avons mené notre étude génétique.
D’apres ces critéres, les quatre variétés du groupe V1 sont identiques. Il n’est pas forcément
surprenant que la classification paysanne de Baco (2003) et la classification morphologique
de Dansi et al. (1999) soient différentes. En effet, ces études n’ont pas été menées dans les
mémes régions du Bénin. En admettant que les paysans de différentes régions ou ethnies
n’aient pas les mémes critéres de classification et donc nomment de la méme fagon des

individus différents génétiquement, il est tout a fait possible d’obtenir des différences entre
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des classifications faites au niveau villageois (Baco 2003) et au niveau national (Dansi et al.
1999).

Il est étonnant de constater que les quatre variétés du groupe V1 ne soient pas
différentes selon les critéres paysans mais que malgré tout les paysans les nomment
différemment. Il est aussi étonnant que des noms différents aient été maintenus au cours du
temps s’ils se réferent réellement a la méme chose. Deux hypothéses peuvent expliquer cette
synonymie persistante.

(1) Il est possible qu’il existe des critéres personnels de classification, différents d’un paysan a
I’autre. Dans ce cas, les critéres mis en évidence par les entretiens de groupes (Baco 2003)
n’intégreraient pas les critéres personnels qui pourraient différencier ces variétés. Cette
hypothése suppose que ces variétés présentent des différences phénotypiques suffisamment
peu importantes pour ne pas étre rapportées dans les critéres de groupe. De plus, il faut
supposer que ces différences soient apparues par mutation d’'un morphotype d’origine, de
sorte que les morphotypes soient suffisamment proches génétiquement pour que nous ne
puissions pas les différencier génétiquement. Cette hypothése parait plausible car nous avons
rencontré, au cours de notre enquéte, des paysans dont les critéres de classification étaient
effectivement différents. Nous avons ainsi travaillé avec un paysan qui cultive la variété
Baniakpa (groupe de variétés V1) et en a donné des tubercules a un second paysan. Le second
paysan a estimé que ces tubercules correspondaient a la variété Kagourou (groupe de variétés
V1) et a donc renommé ces tubercules. D’un point de vue génétique, les génotypes des
tubercules cultivés par ces deux paysans appartiennent tous au groupe de clones C1.

(i1) Il est possible qu’il n’y ait pas de différences morphologiques entre ces variétés mais
qu’une seule variété ait été introduite plusieurs fois indépendamment et sous des noms
différents. Ce genre d’introduction multiple a déja été rapporté (Baco 2000, Tostain et al. en
préparation). Le maintien des noms pourrait s’expliquer par le mode de gestion des variétés :
les paysans seément et conservent séparément les variétés, ils sont donc en mesure de
maintenir séparément des individus identiques morphologiquement simplement parce que ces

individus sont nommés différemment et donc gérés indépendamment.

2. Comment s’organise la diversité génétique entre les paysans ?

L’analyse de la diversité génétique des champs d’igname indique que les paysans
cultivent globalement les mémes groupes de clones et en fréquences similaires. De plus, nos

résultats nous permettent d’en déduire que les paysans cultivent les mémes groupes de
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variétés et en fréquences similaires. Ces résultats s’accordent bien avec les études de Baco
(2004) qui indiquent que dans une méme ethnie, les paysans préférent les mémes types
d’ignames et les mémes variétés, alors que ces préférences peuvent varier d’une ethnie a
’autre.

Ce résultat peut étre reli¢ au fait que nous n’avons pas pu montrer que la distribution
des clones dans un champ est dépendante du paysan. Ce constat est valable pour la plupart des
paysans avec lesquels nous avons travaillé (la seule exception est le cas du paysan pratiquant
I’ennoblissement). Si dans une méme ethnie les paysans cultivent globalement les mémes
variétés, en méme fréquence, et s’ils n’ont pas d’impact sur la diversité intra-variété-paysan
créée par mutation, alors il n’est pas €tonnant que nous ayons obtenu pour I’ensemble des

paysans la méme image concernant leurs roles sur I’organisation de la diversité intra-champ.

L’image obtenue de la structuration génétique des variétés semble contradictoire avec
celle obtenue sur la structuration génétique des champs. Nous avons en effet montré que
méme si les paysans cultivent les mémes clones sous un méme nom, ils les cultivent en
fréquences différentes. Au contraire, au niveau des champs, les paysans cultivent les mémes
clones en fréquences similaires. Ce constat est particulicrement valable pour les quatre
variétés du groupe V1, tres fortement structurées au niveau variétal mais participant trés peu a
la structuration dans les champs.

Pour expliquer ce paradoxe pour les variétés du groupe V1, on envisage trois
hypotheses, résumées dans la Figure I1I-10. Avant d’expliciter ces hypotheses, il faut rappeler
que ces quatre variétés sont caractérisées par les mémes clones (groupe de clones Cl1),
dérivant probablement les uns des autres par mutation. I1 faut aussi préciser que les différents
paysans interrogés lors de nos enquétes cultivent tous au minimum deux de ces variétés du
groupe V1. Ces trois hypothéses sont toutes basées sur le méme principe : il est nécessaire
que plusieurs variétés du groupe V1 soient cultivées dans un méme champ et qu’il existe un

processus d’homogénéisation.

(Hypothese 1) Effet d’échantillonnage.
On considére deux champs avec trois variétés du groupe V1 dans ces champs. Admettons que
deux variétés soient cultivées en grande quantité et que la troisieme soit cultivée en faible
quantité. Les variétés cultivées en grande quantité sont fréquemment échangées entre les
paysans, on peut donc supposer que les fréquences de clones sont similaires d’un paysan a

I’autre. La variété cultivée en tres faible quantité n’est pas échangée entre les paysans. Elle est
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Figure III-10. Résumé des trois hypothéses pouvant expliquer d’observer a la fois une
structuration des variétés forte et une structuration des champs faible.

Ces hypotheses sont détaillées dans le texte. La taille des cercles indique la quantité de
tubercules cultivés pour chaque variété.
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soumise a un processus fort de dérive qui peut conduire a des fréquences de clones tres
différentes d’un paysan a un autre. Un échantillonnage au niveau variétal mettra en évidence
cette différence. Cependant, comme cette variété est présente en faible quantité, son impact au
niveau de la diversité du champ sera trés faible. Un échantillonnage au niveau du champ ne
révelera donc que la structuration des deux variétés principales, c’est-a-dire une trés faible

structuration.

(Hypothése 2) Maintien de clones morphologiquement différents
On considere deux champs et trois variétés du groupe V1. Admettons cette fois que parmi les
trois clones présents, le clone A soit légerement différent morphologiquement des clones B et
C, eux-mémes identiques. Le paysan est alors en mesure de différencier A de B et C.
Admettons que les paysans maintiennent les morphotypes A et B-C en fréquence similaire
dans leurs champs. Au sein du morphotype B-C, les fréquences des clones B et C sont
soumises simplement a la dérive. Si on admet que les critéres personnels de classification ne
sont pas exactement les mémes pour les paysans, on peut alors avoir de facon globale un
rapport A/(B-C) similaire entre les paysans mais des fréquences de A et B-C différentes selon

les variétés.

(Hypothéese 3) Echange de tubercules en réseau.

On considére cette fois trois champs et trois variétés du groupe V1 cultivées en quantités
similaires. Admettons que chaque variété ne fasse pas 1’objet de flux de tubercules entre
chaque paysan. Il s’établit alors un réseau qui fait que certaines variétés ont des fréquences de
clones similaires entre deux des paysans mais peuvent €tre différentes de la méme variété
chez le dernier paysan. Cependant, le fait de posséder les trois variétés dans les champs fait
que, de fagon globale, les fréquences de clones sont similaires. Cette hypothése s’accorde bien
avec nos résultats.

En effet, nous avons montré qu’au niveau variétal, la diversité clonale est fortement
structurée, notamment entre certains paysans. Ceci signifie que méme si les paysans cultivent
les mémes clones sous un méme nom, ils ne les cultivent pas forcément en proportions
similaires. Si on admet que ces clones ne sont pas différents morphologiquement et que les
paysans ne sont pas en mesure de les différencier, alors la fréquence des clones dans une
variété chez un paysan évolue uniquement par dérive (on rappelle que le paysan renouvelle
chaque année son champ en choisissant des tubercules dans sa récolte précédente). Dés lors, si

les flux de tubercules entre les paysans sont faibles, il n’est guére étonnant de trouver des
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clones en fréquences différentes chez des paysans différents. Dans certains cas pourtant, la
différenciation clonale est faible. Dans ce cas, les flux de tubercules auraient été suffisamment
importants (ou récents) pour maintenir des fréquences des clones similaires malgré la dérive.
On a donc ici I'image de flux de tubercules structurés: certains paysans échangeraient
certaines variétés avec certains paysans mais n’échangeraient pas ces variétés avec d’autres
paysans. Ce schéma s’accorde bien avec les études de Baco (2004) qui montrent que les flux
de tubercules se font en priorité dans le cadre familial, et donc que les paysans n’échangent

pas leurs variétés avec tous les autres paysans.

B. Reproduction sexuée ou mutation: d’ou vient la diversité

des ignames cultivées ?

Nous avons montré qu’une partie de la diversité observée chez 1’igname cultivée peut
s’interpréter comme de la mutation. Nos résultats suggerent que la diversité¢ des ignames
cultivées s’organise en variétés, créées a partir d’individus issus de reproduction sexuée, au
sein desquelles la mutation est la principale source de création de diversité.

Ce constat s’accorde bien avec le mode de multiplication principalement asexué des
ignames cultivées. En considérant un mode de reproduction strictement végétatif, ou la seule
source de diversité est la mutation, les alléles de chaque individu sont susceptibles de diverger
en accumulant des mutations. Les individus sont donc attendus hautement hétérozygotes
(Birky 1996). Une telle population doit donc maintenir un grand nombre d’all¢les mais trés
peu de génotypes différents (Balloux et al. 2003). Nos résultats sont en accord avec ces
attendus puisque dans chaque variété on observe peu de clones différents mais beaucoup

d’alleles, et au final un taux d’hétérozygotes tres fort.

En revanche, la diversité intra-variétale observée s’accorde mal avec 1’idée que
I’ennoblissement introduit des génotypes issus de reproduction sexuée dans les variétés. En
effet, nous avons mis en évidence que, dans une méme variété, la quasi-totalité des clones
dérivent probablement par mutation d’un seul clone ancestral. On s’attendait au contraire a ce
que ['utilisation de la reproduction sexuée par les paysans conduise a des variétés contenant a

la fois des génotypes proches génétiquement, reliés par des événements de mutation, et des
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génotypes trés différents génétiquement, issus de reproduction sexuée. Chez le manioc, ces
attendus se confirment puisque les variétés sont trés polymorphes génétiquement (Elias et al.
2000).

Cette observation ne nous parait pourtant pas mettre en doute I'importance des
introductions de produits de reproduction sexuée dans le pool cultivé par les paysans. En
effet, la situation de 1’igname est différente de celle du manioc. Chez le manioc, il semble que
la plupart des paysans introduisent des plantes issues de semis dans leurs variétés, non
seulement a chaque cycle de culture mais en plus dans un grand nombre de variétés (Elias
2000). Chez I’igname, I’ennoblissement est pratiqué par peu de paysans (de 1% a 5% selon
les enquétes, Dumont 1998b, Baco 2000, Okry 2000, Houemassou Bossa 2001). Nous avons
tout de méme montré la diffusion d’individus ennoblis chez des paysans ne pratiquant pas
I’ennoblissement. Les conséquences de 1’utilisation de la reproduction sexuée par les paysans
ne se limitent donc pas seulement aux paysans pratiquant I’ennoblissement. Cependant, cette
pratique met en jeu peu de tubercules et ne permet donc pas des introductions massives de
produits de reproduction sexuée. L utilisation de la reproduction sexuée chez 1’igname se fait
donc en moins grande proportion que chez le manioc et ses conséquences ne doivent étre

visibles que sur des échelles de temps plus grandes.

De plus, il faut préciser que si I’ennoblissement d’un tubercule réussit, deux
possibilités s’offrent au paysan. Soit le tubercule est intégré dans une variété, dans ce cas la
variété s’enrichit d’un nouveau génotype, différent des autres génotypes présents, soit une
nouvelle variété est crée a partir de ce tubercule. Dans ce cas, le pool cultivé s’enrichit d’une
nouvelle variété, différente génétiquement des autres variétés, mais les variétés ne
s’enrichissent pas d’un nouveau génotype. Cette nouvelle variété est ensuite susceptible
d’évoluer par mutation et donc de présenter une diversité intra-variétale faible.

L’ennoblissement n’a donc pas des conséquences seulement sur la diversité intra-
variétale. Il est tout a fait cohérent d’observer des variétés trés peu polymorphes
génétiquement alors que les paysans introduisent des produits de reproduction sexuée dans le
pool cultivé. 11 est probable que I’ennoblissement contribue davantage a créer des nouvelles
variétés qu’a diversifier les variétés existantes, augmentant ainsi la diversité inter-variétale.

A long terme, cette création de nouvelles variétés permet sans doute de maintenir
davantage de diversité¢ génétique. En effet, un produit d’ennoblissement intégré dans une
variété déja existante n’est plus reconnu individuellement par les paysans. Dans ce cas, le

risque de perdre ce génotype par dérive est fort, d’autant plus qu’il a été introduit en petit
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nombre dans une variété cultivée en grande quantité. Au contraire, lorsqu’un produit
d’ennoblissement devient une nouvelle variété, les paysans gerent cette nouvelle variété
indépendamment des autres et le risque de perdre ce génotype diminue. De plus, nous avons
montré que les produits d’ennoblissements sont diffusés chez des paysans ne pratiquant pas

I’ennoblissement.

Compte tenu de toutes les informations acquises, on peut désormais envisager un
schéma sur I’origine des variétés d’igname de 1’ethnie Gando du village de Gorobani :

Chaque variété d’igname a été créée a partir d’un individu issu de reproduction
sexuée. Suite a sa création, chaque variété évolue ensuite principalement par des phénomenes
de mutation et de dérive. Les migrations (soit depuis une autre variété soit par ennoblissement
d’un produit de reproduction sexu¢ nouveau) jouent actuellement un role limité dans la
diversification intra-variétale des variétés d’ignames cultivées. Puis, pour des raisons
culturelles, une divergence des noms peut entrainer la "création" de nouvelles variétés,
synonymes génétiquement a la variété d’origine, c’est-a-dire la création de groupes de
variétés portant des noms différents mais issues du méme produit de reproduction sexuée.

Nous discuterons de ce scénario dans la derniére partie de ce document.
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Une synthése des principaux résultats obtenus ouvre ce chapitre. Puis, nous
discuterons de nos résultats en relation avec 1I’évolution et ’organisation de la diversité des
plantes a multiplication végétative en général, en rapport avec le mode de reproduction mixte
sexué/asexué¢ maintenu par les paysans. Enfin, nous verrons quelles implications ont nos

résultats en termes de conservation de la diversité des ignames.

. Synthése des résultats

A. Niveau de ploidie

Par I’analyse d’une descendance d’autofécondation d’une plante monoique, nous
avons montré la diploidie de 1’espece cultivée D. rotundata, jusque 1a supposée tétraploide.
Nos analyses de diversité nous laissent fortement supposer que les espéces sauvages D.

abyssinica et D. praehensilis sont aussi diploides.

B. Hybridations interspécifiques et ennoblissement

Les relations entre le compartiment sauvage et le compartiment cultivé ont été tout
d’abord étudiées au niveau d’un village, puis nous avons généralisé nos conclusions a d’autres
régions écologiques et culturelles. La Figure 17 résume les points que nous avons démontrés

ou que nous pouvons suspecter grace a cette étude.

Nous avons tout d’abord montré I’existence d’un flux depuis le compartiment cultivé
vers le compartiment sauvage. En effet, une analyse de descendances collectées sur des
ignames femelles de I’espece sauvage D. abyssinica et de I’espece cultivée D. rotundata dans

une zone de sympatrie, a montré 1’existence d’hybridations interspécifiques et intra-
y ) y
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spécifiques. L’analyse de populations sauvages dans tout le Bénin nous a ensuite permis de
montrer la survie en milieu naturel de ces hybrides ainsi que d’hybrides entre 1’espéce
sauvage D. praehensilis et I’espéce cultivée. Cette analyse nous a aussi permis de mettre en
évidence la survie d’individus de génotypes cultivés en milieu naturel. D’un point de vue
génétique, nous ne sommes pas capables de dire si ces individus sont des hybrides inter-

variétaux ou des échappés de culture.

Nous avons ensuite montré I’existence d’un flux depuis le compartiment sauvage vers
le compartiment cultivé, par le biais de I’ennoblissement. Nous avons tout d’abord travaillé
dans un seul village du Bénin. L’analyse des populations sauvages et cultivées locales ainsi
que des individus pré-ennoblis nous a permis de montrer que les paysans sélectionnent des
individus sauvages et hybrides interspécifiques pour les ennoblir, confirmant ainsi par une
analyse génétique les dires paysans. Nous avons cependant montré qu’un grand nombre
d’individus pré-ennoblis sont de génotype cultivé et peuvent donc étre soit des hybrides inter-
variétaux, soit des échappés de culture. Nos résultats nous permettent aussi d’affirmer que
I’ennoblissement réussit dans certains cas et conduit les paysans a mettre en culture des
individus issus de reproduction sexuée. A travers ’analyse de la diversité des variétés
d’igname de ce village, nous avons montré que les paysans enrichissent le pool cultivé en
créant de nouvelles variétés plutot qu’en introduisant de la diversité dans des variétés déja
existantes. Nous avons aussi mis en évidence la diffusion de ces produits d’ennoblissement
chez des paysans ne pratiquant pas I’ennoblissement.

Une analyse similaire a été réalisée dans différentes régions écologiques et culturelles
du Bénin et nous a permis de retrouver la trace de 1’introduction de produits de reproduction

sexuée dans le compartiment cultivé dans d’autres villages.

Cette ¢tude révele donc qu’a travers l’ennoblissement, les paysans utilisent la
reproduction sexuée des ignames sauvages et des ignames cultivées. Ils contribuent ainsi a
enrichir leur pool cultivé avec de nouveaux alleéles et de nouvelles combinaisons génétiques.
Cette utilisation de la reproduction sexuée permet de maintenir les processus évolutifs,

créateurs de diversité, chez cette plante & multiplication végétative.
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C. Structuration génétique et gestion variétale

Notre but était d’étudier I’organisation de la diversité des ignames cultivées et d’en
déduire comment le mode de reproduction de la plante et la gestion paysanne pouvaient
influencer cette organisation. Ce travail a été fait dans un seul village et aupreés de paysans

d’une méme ethnie.

Tout d’abord, nous avons analysé la diversité¢ génétique des variétés d’igname de
quelques paysans. La diversité intra-variétale obtenue est faible et les variétés tres différentes
génétiquement les unes des autres. Nos résultats suggerent que les variétés d’igname ont été
créées a partir de produit de reproduction sexuée, puis qu’elles ont évolué par mutation. Les
variétés telles qu’elles sont définies par les paysans ont donc une signification génétique
réelle. On note cependant I’existence de groupes de variétés. Ces variétés ont des noms
différents mais sont synonymes génétiquement : les paysans ont nommé différemment des
tubercules appartenant a une méme variété.

Enfin, nous avons analysé la diversité gérée par les paysans au niveau de leurs
champs. Nous avons montré que les paysans cultivent chacun des pools génétiques similaires.
En effet, les paysans avec lesquels nous avons travaillé appartiennent tous a la méme ethnie et
partagent les mémes préférences variétales. Ils cultivent donc globalement les mémes variétés.
De plus, ces paysans ont tous la méme définition des variétés et cultivent donc sous un méme

nom les mémes génotypes, méme si leur fréquence peut varier d’un paysan a I’autre.
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Il. Le niveau de ploidie de I'igname revisité

Les ignames africaines sont depuis toujours considérées comme polyploides avec un
nombre chromosomique de base de 10. Cependant, nos résultats sur les espéces africaines D.
rotundata, D. abyssinica et D. praehensilis ainsi que ceux obtenus sur des espéces asiatiques
(D. alata) et caraibes (D. trifida) (Malapa 2005, M. Bousalem com. pers.), remettent en cause
cette hypothese.

Cette hypothése est en effet ancienne et repose sur la seule observation de quelques
especes tempérées d’igname a 20 chromosomes dans des sections botaniques trés différentes
(Miege 1952). Pourtant, 1’évaluation de la quantité d’ADN par comptage chromosomique ou
cytométrie en flux indique que les especes africaines, 1’espece asiatique D. alata et ’espece
caraibe D. trifida ont au minimum 40 chromosomes (Miége 1952, Zoundjihekpon et al. 1990,
Gamiette et al. 1999, Egesi et al. 2002, Malapa 2005). De plus, les analyses de ségrégations
de marqueurs microsatellites et d’hybridation in situ (FISH) chez D. trifida et D. alata
indiquent que le nombre chromosomique de base serait de 20 (Malapa 2005, M. Bousalem
com. pers.), comme nous I’avons montré pour les ignames africaines D. rotundata, D.
abyssinica et D. praehensilis. Enfin, une phylogénie moléculaire réalisée par M. Bousalem
(com. pers.) indique que les especes a 20 chromosomes se situent a la base de I’arbre, ce qui
suggere que ce caractere est ancestral. On peut alors supposer que les especes a 40, 60 ou 80
chromosomes seraient apparues par polyploidisation a partir des especes a 20 chromosomes
puis auraient subi des phénomeénes de diploidisation.

De tels phénomenes de polyploidisation/diploidisation sont fréquents dans I’évolution
des especes végétales, mais aussi animales. Des plantes telles que le mais, le soja, les choux
ou l’arabette (genres Zea, Glycine, Brassica et Arabidopsis) sont désormais considérées
comme des paléopolyploides diploidisés (Wendel 2000, Bennett 2004). La mise en évidence
de segments chromosomiques dupliqués ou d’appariement de chromosomes non homologues
suggere I'origine polyploide des génomes de ces plantes habituellement considérées comme
diploides (ex. B. nigra Lagercrantz et Lydiate 1996, G. soja Shoemaker et al. 1996, Z. mays
Helentjaris et al. 1988, A. thaliana The Arabidopsis Genome Initiative 2000). Des expériences
de polyploidisation artificielle ont montré que des réarrangements génomiques importants se
produisent rapidement apres un événement de polyploidisation. Chez le genre Brassica, Song

et al. (1995) ont mis en évidence des pertes et des gains de fragments RFLP entre des parents
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polyploides synthétiques et leurs descendances Fs dans plus de 45% des sondes RFLP
analysées. Ces réarrangements s’expliqueraient par une instabilité génétique des nouveaux
polyploides. De la méme fagon, Feldman et al. (1997) ont mis en évidence des pertes de
séquences d’ADN dans la descendance d’autofécondation d’un polyploide synthétique entre
Triticum turgidum dicocoides et Aegilops tauschii. De tels réarrangements génomiques
pourraient conduire a une diploidisation compléte suite a un événement de polyploidisation.

Il est évident que le peu de données disponibles sur le génome de 1’igname ne permet
pas de construire des scénarios évolutifs comme chez le mais (ex. Gaut et Doebley 1997, Ilic
et al. 2003). Pourtant, le développement de cartes génétiques (Mignouna et al. 2002) et
I’utilisation d’hybridation in situ (FISH) pourraient permettre, dans un premier temps,
d’étudier D’existence de marqueurs dupliqués. Ces marqueurs pourraient en effet é&tre
révélateurs d’un ancien événement de polyploidisation.

A T’heure ou on a tendance a considérer les espeéces traditionnellement reconnues
diploides comme des paléopolyploides, il peut sembler paradoxal que I’on cherche a mettre en
évidence la diploidie de I’igname cultivée D. rotundata. Cependant, il nous semble important
d’insister sur le comportement diploide de cette espéce et des espéces sauvages apparentées
(D. abyssinica et D. praehensilis), notamment en raison des conséquences que cela peut avoir
sur les études génétiques futures (utilisation des statistiques développées pour les organismes
diploides, cartographie, etc.) et sur les programmes d’amélioration utilisant la reproduction

sexuée (simplification des schémas de ségrégation des caracteres, etc.).
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Evolution de la diversité chez une plante a multiplication

végeétative en relation avec les pratiques paysannes

A. Un mode de reproduction mélant sexualité et asexualité au

sein d’'un complexe sauvage-cultivé

L’étude génétique du processus d’ennoblissement révele que les paysans intégrent
dans le pool cultivé des individus issus de la reproduction sexuée des ignames sauvages et
cultivées. Les individus ennoblis de génotype cultivé peuvent étre soit des échappés de
culture, soit des hybrides inter-variétaux. On imagine que I’introduction dans le pool cultivé
d’échappés de culture n’apporte rien en termes de diversité puisque ces génotypes y sont sans
doute encore présents. Par contre, compte tenu de la différenciation génétique forte entre les
variétés, on s’attend a ce que des hybridations inter-variétales produisent des génotypes
uniques et nouveaux. L’introduction de ces génotypes contribue donc a enrichir le pool
cultivé de nouvelles combinaisons. De la méme facon, I’introduction de génotypes sauvages
et hybrides contribue a enrichir le pool cultivé de nouveaux alleles issus du pool sauvage.

Bien que les paysans n’en aient pas conscience, le processus que I’ennoblissement met
en jeu n’est autre que la reproduction sexuée des ignames cultivées et des ignames sauvages.
Cette utilisation conjointe de la multiplication végétative et de la reproduction sexuée n’est
pas spécifique a I’igname. Elle a été décrite ou suggérée chez d’autres plantes a multiplication

végétative. Le modele igname présente cependant des particularités.

1. Comparaison du cas de ligname a celui d’autres plantes a

multiplication végétative

Chez la pomme de terre (Solanum spp.), peu d’analyses ont étudié le régime de
reproduction de cette plante en milieu traditionnel. Cependant, dans les Andes, Johns et Keen
(1986) suggerent I’intégration dans les variétés cultivées d’hybrides interspécifiques entre les

especes cultivées et sauvages.
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Le cas le mieux étudi¢ est celui du manioc (Manihot esculenta) en Amazonie.
Emperaire et al. (1998) et Elias et McKey (2000), notamment, indiquent I’existence d’une
banque de graines et sa germination lors de la mise en place d’un nouveau champ de manioc.
Compte tenu du systéme de reproduction allogame du manioc et de I’absence de formes
sauvages dans les sites d’études, ces graines seraient issues d’hybridations inter-variétales.
Les plantules ne sont pas éliminées des champs et certains individus sont récoltés de la méme
fagon que les variétés cultivées. Ces individus sont alors intégrés a une variété proche
morphologiquement ou deviennent une nouvelle variété avec un nom et des caractéristiques
morphologiques particulieres. Tous les individus issus de graines ¢&tant différents
génétiquement, ils contribueraient a augmenter la diversité génétique intra-variétale (Elias et
al. 2000). Elias (2000) suggere méme que toutes les variétés de manioc soient polyclonales.
Cette affirmation est a nuancer tout de méme car les analyses ont été réalisées sur peu
d’individus (3 a 5 par variétés) et avec des marqueurs AFLP, dont la reproductibilité est
moins bonne que les microsatellites. La diversité révélée est donc peut-étre exagérée. De plus,
I’analyse réalisée n’estime pas la proximité des différents génotypes observés dans une méme
variété.

Les cas du manioc et de I’igname différent sur trois points principaux. D’ une part,
I’intégration de produits de reproduction sexuée semble quantitativement importante chez le
manioc (beaucoup de paysans sélectionnent beaucoup de semis chaque année) alors qu’elle
est faible chez I’igname (peu de paysans introduisent peu de produits de reproduction sexuée).
Ensuite, Elias et al. (2000) suggerent que les paysans introduiraient majoritairement des
produits de reproduction sexuée dans des variétés existantes alors que chez 1’igname nos
résultats suggerent que les paysans créent de nouvelles variétés. Enfin, dans le cas du manioc
la reproduction sexuée ne met en jeu que I’espece cultivée alors qu’elle met en jeu I’espéce
cultivée et les especes sauvages apparentées chez 1’igname. Il y a donc possibilité¢ d’introduire
des alleles nouveaux chez I’igname. De plus, contrairement au manioc, les variétés d’ignames
ont des capacités de floraison et de fructification limitées. L utilisation des espéces sauvages

permettrait donc de suppléer la sexualité défaillante de I’espece cultivée.

Dans le cas de I’igname, du manioc et peut-étre de la pomme de terre, on observe un
mode de reproduction mixte : d’une part le paysan impose une multiplication asexuée, d’autre
part il continue d’utiliser la reproduction sexuée de ses plantes. Chez d’autres plantes a
multiplication végétative comme le taro (Colocasia esculenta), la patate douce (Ilpomoea

batatas) ou I’enscte (Ensete ventricosum, communément appelé faux bananier), I’utilisation
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par les paysans de la reproduction sexuée n’est pas documentée. Cependant, ces especes ont
conservé leur capacité a se reproduire sexuellement. De plus leur mode de reproduction
essentiellement allogame et la trés grande diversité génétique observée (ex. taro : Lakhanpaul
et al. 2003, patate douce : Zhang et al. 1998, enséte : Birmeta et al. 2002) suggérent fortement
que la reproduction sexuée a été ou est encore utilisée en milieu traditionnel.

Pourquoi ce régime de reproduction mixte semble-t-il si communément répandu chez
les plantes & multiplication végétatives cultivées en milieu traditionnel ? Afin de répondre a
cette question, nous décrirons brie¢vement quelques modeles proposés pour expliquer les
avantages et inconvénients pour un organisme a se reproduire sexuellement, asexuellement ou
selon un régime mixte. Nous verrons ensuite comment ces modeles peuvent s’appliquer au

cas des plantes a multiplication végétative cultivées en milieu traditionnel.

2. Les avantages d’un mode de reproduction mixte. La théorie.

Partant de I’observation que la majorité des especes animales comme végétales se
reproduisent sexuellement et que des taxons se multipliant uniquement par voie asexuée sont
rares, on peut supposer que la reproduction sexuée est plus avantageuse que la multiplication
asexuée. C’est une question qui fait débat depuis longtemps et de nombreuses théories ont
essayé d’expliquer en quoi la reproduction sexuée pourrait étre si avantageuse (une revue de
différentes théories est disponible dans Hurst et Peck 1996 et Barton et Charlesworth 1998,
nous ne décrirons ici que briévement les théories principales).

A court terme, la reproduction asexuée est le meilleur parti. En effet, chaque parent ne
transmet que 50% de son génome via la reproduction sexuée contre 100% en reproduction
asexuée (cout de la méiose, Williams 1975 dans Green et Noakes 1995). De plus, en
admettant que chaque femelle produise deux descendants a chaque génération, une population
asexuée double a chaque génération tandis qu’une population sexuée reste de taille constante,
un des deux descendants étant forcément un male (colt de production des males, Maynard
Smith 1971 dans Green et Noakes 1995). Enfin, la reproduction asexuée permet de maintenir
des combinaisons avantageuses alors qu’elles sont cassées par la recombinaison en
reproduction sexuée (fardeau de recombinaison, Crow 1970 dans Barton et Charlesworth
1998).

La plupart des théories émises pour expliquer la prédominance de la reproduction
sexuée se basent sur un avantage a long terme. Les trois théories principales, I’effet de

Fisher/Muller, le cliquet de Muller et la théorie de la Reine Rouge, suggérent toutes que la
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reproduction sexuée permettrait de résister a I’accumulation de mutations déléteres et de
s’adapter plus rapidement a des transformations du milieu, en d’autres termes d’évoluer plus
vite (Gouyon et al. 1997). D’apres la théorie de Fisher/Muller (Muller 1932 dans Barton et
Charlesworth 1998 et Gouyon et al. 1997), les mutations favorables se fixent plus lentement si
la population est asexuée. En effet, chaque mutation favorable doit apparaitre dans une méme
lignée. Au contraire, dans une population sexuée, la recombinaison permet de regrouper ces
mutations méme si elles sont apparues dans des lignées différentes. Selon la théorie du cliquet
de Muller (Muller 1964 dans Barton et Charlesworth 1998 et Gouyon et al. 1997), les
mutations défavorables s’accumulent irrémédiablement dans une population asexuée alors
que dans une population sexuée, la recombinaison permet de régénérer des combinaisons avec
moins de mutations déléteres. Enfin, la théorie de la Reine Rouge (van Valen 1973 dans
Gouyon et al. 1997) se base sur 1’idée que dans un environnement en évolution constante,
I’effort d’adaptation doit étre constant. Dans ce cas, la reproduction sexuée serait avantageuse
car, en créant plus rapidement de nouvelles combinaisons génétiques que la reproduction
asexuée, elle permettrait une adaptation plus rapide.

A ces hypotheses, difficiles a démontrer, on peut aussi rajouter des avantages a court
terme de la reproduction sexuée. Par exemple, dans le cas des pucerons, principalement
parthénogénétiques, les ceufs sont la seule forme capable de supporter I’hiver (Gouyon et al.
1997). D’autre part, si la multiplication asexuée permet de coloniser rapidement des espaces
proches, la reproduction sexuée permet de diffuser et de coloniser des espaces plus éloignés
(Gouyon et al. 1997). Chez I’igname, les tubercules accumulent des virus au cours des cycles
de multiplication végétative. Or, le passage par la reproduction sexuée permet d’éliminer ces
virus (Urbino et al. 1998). On note que 1'une des motivations de certains paysans pratiquant
I’ennoblissement est de retrouver des variétés plus saines. Cette nécessité de saniter leurs
plantes est sans doute une des raisons principales (conscientes ou inconscientes) au maintien

de la pratique de I’ennoblissement.

Le régime de reproduction mixte sexualité/asexualité des plantes a multiplication
végétative ne correspond pas exactement a ces théories ou les populations sont supposées
complétement sexuées ou complétement asexuées. 4 priori il peut sembler avantageux de
combiner sexualité et asexualité¢ afin de cumuler les avantages de chacun des régimes. On
trouve cependant des avis contradictoires dans la littérature.

Green et Noakes (1995) montrent par le biais de simulations que pour des populations

a deux locus, la vitesse d’invasion d’un double mutant favorable est la méme pour une
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population complétement sexuée et une population avec seulement 20% de reproduction
sexuée. De plus, cette vitesse est trés similaire pour une population complétement sexuée et
une population avec seulement 2% de reproduction sexuée. Ces auteurs en déduisent qu’une
faible proportion de sexualité permet de conserver les avantages liés au sexe. De leur coté,
Peck et Waxman (2000) ont étudié¢ le fonctionnement de populations a deux locus ou les
hétérozygotes sont avantagés par rapport aux homozygotes. Dans ce cas, une population
compleétement asexuée fixera les hétérozygotes tandis qu’une population partiellement sexuée
conservera une faible proportion d’homozygotes, moins performants que les hétérozygotes.
Une population partiellement sexuée serait alors moins performante qu’une population
complétement asexuée. Ceci conduirait forcément au maintien uniquement de populations tres
fortement sexuées ou compleétement asexuées.

Face a des travaux si contradictoires il est difficile de tirer des conclusions quant a
I’avantage que pourrait ou non procurer un régime de reproduction mixte sexué/asexué chez
les plantes a multiplication végétative. Il y a cependant un point qui n’est pas intégré dans

toutes ces études théoriques : le role du paysan.

3. Les avantages d’un mode de reproduction mixte. Le réle du paysan.

Chez le manioc comme chez I’igname, et sans doute chez d’autres plantes a
multiplication végétative ou le paysan introduirait activement des plantes issues de graines
dans le pool cultivé, le paysan n’introduit pas n’importe quelles plantes dans le pool cultivé.

Certes, la reproduction sexuée produit un mélange de génotypes de bonne qualité
(avantage li¢ a I’hétérozygotie, génome contenant peu de mutations délétéres) et de mauvaise
qualité (dépression de consanguinité, homozygotie trop forte, accumulation de mutations
déléteres). Cependant, une premiere sélection naturelle élimine les individus incapables de
survivre ou peu compétitifs. Puis le paysan choisit, parmi les individus restants, ceux qu’il
juge de bonne qualité et qu’il introduira dans le compartiment cultivé. Le choix du paysan
peut se faire en plusieurs étapes avec un test des individus dans un premier temps, puis
’adoption ou le rejet de ces individus.

C’est ainsi que chez I’igname, les paysans sélectionnent les plantes parmi des ignames
vivant en milieu non cultivé (ancienne jachere ou savane) et ayant déja quatre a cinq ans selon
Baco (2000). 11 s’agit donc de plantes qui se sont montrées capables de survivre sans
intervention humaine et qui ont sans doute été déja sélectionnées naturellement pour leurs

capacités a survivre en milieu sauvage. Chez le manioc, Kawano et al. (1978) indiquent que le
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manioc est sujet a une forte dépression de consanguinité conduisant a une chute du rendement
de preés de 50%. L’introduction de telles plantes dans le pool cultivé aurait donc des effets
négatifs sur la production. Cependant, Pujol et al. (2005) montrent que, au moment du
désherbage de leurs champs, les paysans éliminent préférentiellement les maniocs de petite
taille. Or, la taille des jeunes maniocs étant corrélée positivement a 1I’hétérozygotie, les
paysans ¢liminent préférentiellement les maniocs les plus homozygotes et potentiellement
affectés par de la dépression de consanguinité. Le choix des plantes a introduire dans le pool
cultivé se fait donc dans une population déja sélectionnée pour son hétérozygotie.
Contrairement aux populations théoriques de Peck et Waxman (2000) ou il y a
recrutement d’individus peu performants, le choix paysan permet d’éviter I’introduction de
ces individus peu performants. Les individus de mauvaise qualité n’auraient donc pas de
conséquences négatives sur le pool cultivé. Tous les individus présentant un génotype
intéressant seront multipliés a 1’identique par le biais de la reproduction asexuée. Cependant
la capacité d’évolution du pool cultivé ne serait pas remise en cause puisque la reproduction
sexuée est maintenue. L’intervention du paysan permettrait donc de cumuler les effets positifs
de la sexualité (création de diversité et donc potentiel adaptatif accru) et de I’asexualité
(multiplication a I’identique des génomes les mieux adaptés) sans pour autant souffrir de leurs

effets négatifs.

B. Interactions entre le mode de reproduction et les pratiques

paysannes

Le mode de reproduction des plantes et les pratiques paysannes interferent pour
structurer la diversité des plantes cultivées. Par exemple, dans le cas du manioc (Elias et al.
2000), mais aussi du riz (Portéres 1957), les paysans contribuent directement a maintenir une
diversité génétique forte au sein de leurs variétés alors que les modes de reproduction de ces
plantes (asexué¢ pour le manioc et autogame pour le riz) devraient induire une diversité
génétique faible. Dans ces deux exemples, pratiques paysannes et mode de reproduction ont
des conséquences opposées sur la structure intra-variétale de la diversité¢ génétique. Chez
I’igname au contraire, pratiques paysannes et mode de reproduction se renforcent

mutuellement.
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Nos résultats nous ont permis d’¢laborer un schéma de la dynamique de la diversité

des ignames cultivées et des éléments structurant cette diversité :

Création de diversité

Dans le schéma proposé, chaque variété a été créée a partir d’un produit de
reproduction sexuée. L’igname est multipliée de facon strictement végétative par les paysans
et peu d’entre eux sont actuellement capables de créer de nouvelles variétés. Cependant, les
paysans pratiquant I’ennoblissement sont en mesure d’utiliser les produits de reproduction
sexuée de I’igname. La création de variété se fait a partir d’individus sauvages, d’hybrides
sauvage/cultivé ou de descendants de cultivés. La diversité introduite dans le compartiment
cultivé concerne donc a la fois de nouvelles combinaisons génétiques et de nouveaux alleles.

Le processus de création variétale ne s’est donc pas arrété dans les premieres phases
de la domestication de 1’igname, il est encore en cours aujourd’hui. Les variétés nouvellement
créées peuvent ainsi progressivement remplacer les variétés anciennes perdues au cours du

temps.

Suite a cette création de variétés, la reproduction sexuée n’intervient plus et les plantes
sont multipliées par les paysans selon un mode de multiplication strictement végétatif. Seules
la mutation et la migration peuvent encore créer de la diversité a I’intérieur des variétés. On
ne peut exclure que certaines mutations donnent lieu a des phénotypes différents et conduisent
les paysans a créer de nouvelles variétés.

Compte tenu de la fiabilité des classifications paysannes, les migrations de tubercules
entre des variétés issus de produits de reproduction sexuée différents sont limitées. Ces
migrations n’ont aucun effet sur la diversité génétique globale du compartiment cultivé et
elles ont un effet peu important au niveau intra-variétal. En effet, un migrant a de fortes
chances d’étre perdu par dérive car il arrive en tres faible fréquence. De plus, si cet individu
est différent morphologiquement de la variété ou il a été introduit, il est probable que le
paysan I’élimine car il ne correspond pas au morphotype de cette variété. La diversité au sein

des variétés évolue donc essentiellement par mutation.

Les mutations créent des génotypes trés proches génétiquement des génotypes
d’origine. A moins que la mutation ne soit associé¢e a une modification phénotypique forte, il
est peu probable que les paysans aient conscience de la diversité présente dans leurs variétés.

Nous les avons d’ailleurs interrogés pour avoir leur perception de la diversité. Ils nous ont
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tous affirmé que tous les individus d’une méme variété sont identiques. On imagine que dans
ce cas la fréquence des différents génotypes est essentiellement soumise au phénoméne de
dérive et de mutation. L’évolution de la diversité intra-variétale ne dépend donc pas d’une
volonté consciente du paysan de maintenir ou d’éliminer ces mutations. Cependant, par son
choix de cultiver plus ou moins de tubercules chaque année, il va provoquer des effets de
dérive plus ou moins forts et donc jouer sur I’érosion génétique. De la méme facon, plus le

paysan cultive de tubercules, plus la probabilité qu'une mutation apparaisse est ¢levée

Enfin, la diversification des ignames cultivées touche aussi les dénominations
variétales, indépendamment de la génétique. En effet, suite a la création et a la dénomination
d’une variété, les paysans sont susceptibles d’en faire évoluer le nom. C’est ainsi que 1’on
observe des variétés synonymes génétiquement mais portant des noms différents. La
divergence des noms de variété crée donc une diversité artificielle qui ne permet pas de

présumer de la diversité génétique réelle.

Diffusion et structuration de la diversité

Suite a sa création, la diversité génétique est diffusée de deux facons différentes. Tout
d’abord, les paysans acquierent des variétés qu’ils ne possédent pas aupres d’autres paysans.
Ceci permet la diffusion des nouvelles variétés créées a partir de produits de reproduction
sexuée vers des paysans ne pratiquant pas I’ennoblissement. Ensuite, les paysans acquierent
des tubercules de variétés qu’ils possédent déja auprés d’autres paysans cultivant la méme
variété. Ces flux de tubercules entre paysans limitent la perte de diversité intra-variétale en
évitant la fixation d’un seul génotype chez les paysans.

Grace a cette diffusion des tubercules, I’extinction d’une variété chez un paysan ne
conduit pas a une perte irrémédiable de diversité, ni au niveau intra-variétal, ni au niveau du

compartiment cultivé en général.

Différentes contraintes sociales régissent la gestion paysanne des variétés et influent
sur la structure génétique du compartiment cultivé.

D’une part, les paysans ont une trés bonne connaissance de leurs variétés et leurs
classifications sont fiables et précises. Ceci permet de maintenir une différenciation variétale
forte.

Ensuite, les migrations de tubercules sont régies par les liens affectifs entre les

paysans : les flux de tubercules se font en majorité dans le cadre familial et avec les amis.
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Dans ces conditions, on observe une structuration la diversité intra-variétale. Les paysans
¢changeant fréquemment des tubercules d’une méme variété cultivent les mémes génotypes
en fréquences similaires alors que les paysans n’échangeant pas de tubercules cultivent des
génotypes différents dans la méme variété. Cette structuration ne concerne cependant que des
génotypes dérivant les uns des autres par mutation.

Enfin, les paysans d’une méme ethnie partagent les mémes gotits variétaux et cultivent
donc globalement les mémes variétés. On retrouve en effet les mémes variétés majeures chez
tous les paysans d’une méme ethnie et les différences ne se font que sur les variétés mineures
cultivées en faible quantité. En conséquence, au niveau d’'une méme ethnie, la diversité

génétique se structure peu entre les paysans et chacun cultive le méme pool génétique.

C. Evolution du complexe sauvage/cultivé

Chez I’igname, nous avons mis en évidence des flux de tubercules du compartiment
sauvage vers le compartiment cultivé via la pratique de I’ennoblissement. Si cette pratique est
ancienne, pourquoi observe-t-on une différenciation génétique entre les compartiments

sauvage et cultivé ? Deux hypothéses non exclusives pourraient expliquer ce résultat.

Tout d’abord, le taux de migration du compartiment sauvage vers le compartiment
cultivé est faible. Nous avons en effet mis en évidence qu’une grande partie des individus pré-
ennoblis sont de génotype cultivé et correspondent soit a des hybrides inter-variétaux soit a
des échappés de culture. La majeure partie des individus réellement introduits dans le
compartiment cultivé correspondent donc a des hybrides inter-variétaux. Dans ce cas, la
différence entre les compartiments sauvage et cultivé pourrait se maintenir.

Ensuite, il existe des changements floristiques importants entre I’ Afrique de I’Ouest et
I’ Afrique centrale, correspondant aux climats guinéen d’une part et congolais d’autre part (ex.
Berthaud 1984). Chez I’igname, on observe une structuration géographique similaire : Tostain
et al. (2002) ont montré a ’aide de marqueurs AFLP que I’espeéce sauvage D. praehensilis
ouest-africaine se différencie génétiquement de la méme espéce collectée au Cameroun.
Certains auteurs supposent que 1’igname cultivée aurait ét¢ domestiquée au Nigeria (Hahn et

al. 1987). Si I'igname cultivée a été domestiquée a partir d’especes sauvages de la zone
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floristique centre-africaine, alors elle doit étre trés différente génétiquement des ignames
sauvages rencontrées dans la zone floristique ouest-africaine. L.’ennoblissement serait alors un
phénomeéne trop récent pour induire une absence de différenciation entre espéces sauvages et
cultivées au Bénin. Des études génétiques réalisées sur un vaste échantillonnage couvrant
I’ Afrique de I’Ouest et I’ Afrique Centrale permettraient de confirmer cette hypothese, dans le
cas ou les ignames cultivées s’avereraient plus proches génétiquement des ignames sauvages

centre-africaines que des ignames ouest-africaines.
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IV. Quelques implications pour 1la conservation des

ressources génétiques de I'igname

La culture de I’igname est aujourd’hui soumise a de fortes tensions en Afrique. D une
part, les conditions de culture ne s’améliorent pas (absence de mécanisation, difficulté a se
procurer des semences, baisse de la fertilit¢ des sols, baisse du rendement des variétés,
maladies, Vernier 1998). D’autre part, les paysans se tournent de plus en plus vers des
cultures de rentes comme celle du coton ou des cultures plus intensives comme le mais, moins
colteuse en temps de travail et susceptibles de mieux faire face a la pression démographique
croissante. L’une des conséquences envisageables est que, malgré 1’attachement des
populations locales a 1’igname, les paysans abandonnent progressivement les variétés les
moins productives, conduisant ainsi a une érosion de la diversité génétique. Si I’introduction
de quelques variétés améliorées au Bénin ne semble pas encore avoir de conséquences, force
est de constater qu’en Cote d’Ivoire, la production de I’espece asiatique D. alata dépasse celle
de ’espece africaine D. rotundata (Dumont 1998a).

La diversité génétique des ignames sauvages est elle-aussi menacée. Dans le sud du
Bénin, D. praehensilis se rencontre uniquement dans des lambeaux de foréts de plus en plus
menacés par la pression démographique. Ces foréts sont pour beaucoup des foréts sacrées
placées sous I’autorité d’un chef traditionnel qui en assure la gestion en harmonie avec les
esprits (Allomasso 2001). Cependant, le respect de ces chefs traditionnels, tout comme les
croyances ancestrales, se perdent et les foréts sont de plus en plus exploitées et menacées. Au
nord du Bénin, les pressions démographiques et foncicres font que les savanes sont de plus en
plus mises en culture. Dans les deux cas, le risque est de voir disparaitre les habitats naturels

des espéces d’ignames sauvages.

Face a ces risques d’érosion, la conservation des ressources génétiques des ignames
sauvages et cultivées devient encore plus nécessaire. Nos résultats permettent de faire
quelques recommandations, tant pour une conservation de type ex situ que in situ. Avant d’en
discuter, nous commencerons par évoquer un probléme touchant directement les gestionnaires
des ressources génétiques : la non-congruence des classifications génétique, agronomique et

botanique des ignames.
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A. Ennoblissement et définition des espéces d’ignames

Un gestionnaire des ressources génétique se base sur les classifications botaniques
pour nommer et gérer les ressources. La classification botanique des espéces d’igname se base
sur des critéres morphologiques (Hamon et al. 1995). Or, selon le principe de
I’ennoblissement, une plante sauvage peut présenter une morphologie cultivée lorsqu’elle est
mise en culture. L’origine des changements morphologiques liés a 1’ennoblissement demeure
une question non résolue (voir Encadré IV). Cependant, cette pratique crée une réelle
confusion dans I’utilisation des noms d’especes, particulierement pour les especes D.
abyssinica, D. praehensilis et D. rotundata.

En effet, sur la base de marqueurs génétiques neutres, nous avons montré que les trois
especes D. abyssinica, D. praehensilis et D. rotundata sont différentes. Pourtant, un individu
génétiquement D. abyssinica sera nommé D. abyssinica s’il est trouvé en savane mais sera
nommé D. rotundata s’il est introduit dans le pool cultivé par le biais de I’ennoblissement.
C’est ainsi que ’on retrouve au sein du compartiment cultivé des individus appartenant
génétiquement aux especes D. rotundata, D. abyssinica et D. praehensilis ainsi que des
hybrides interspécifiques.

Pour un gestionnaire des ressources génétiques, cela implique qu’une certaine
proportion des accessions qu’il maintient sous le nom D. rotundata ne sont pas génétiquement
des D. rotundata. Ces collections servant aussi a la diffusion et a I'utilisation du matériel, il
est légitime de recommander une meilleure identification et classification des accessions.
Dans ce cas, ces accessions devraient étre référencées sous le terme "ignames cultivées de
type D. rotundata". Puis leur nature génétique devrait étre déterminée par marquage

moléculaire avant de pouvoir les nommer "D. rotundata".

B. Conservation ex situ

Du fait du mode de reproduction principalement végétatif de I’igname, la conservation
ex situ est délicate. La conservation de collections vivantes en stations expérimentales ou de

collections in vitro conduit rapidement a de lourdes pertes (Hamon et al. 1992b) et la
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Encadré IV

Quelles sont les bases biologiques de I’ennoblissement ?

La description de I’ennoblissement, telle qu’elle est donnée par les paysans, indique
que la morphologie de certaines plantes peut passer d’un aspect sauvage a un aspect cultivé
sous l’effet de stress. L honnéteté des paysans ne nous semble pas devoir étre mise en cause
lorsque ceux-ci prétendent modifier la morphologie des plantes pré-ennoblies, surtout quand
cette affirmation est répétée par des paysans différents, de villages, d’ethnies et de régions
différentes au cours d’enquétes différentes. Pourtant, comme le processus de 1’ennoblissement
n’a jamais étudi¢ dans son ensemble, personne n’a suivi la transformation d’une plante d’une
morphologie sauvage a une morphologie cultivée.

L’existence de modifications morphologiques chez I’igname a été étudiée par
Chikwendu et Okezie (1989). Ces auteurs ont noté que des plantes sauvages D. praehensilis
mises en culture, sans passer par les stress liés a ’ennoblissement (double récolte, obstacle),
présentent des changements morphologiques sans pour autant conduire a une morphologie de
plante cultivée. Au contraire, les individus sauvages D. abyssinica maintenues en collection
par 'INRAB (Institut National de Recherche Agronomique du Bénin) pendant 20 ans ne
montrent aucune modification morphologique (Dumont et Vernier 2000). Tout comme dans le
cas de I’expérimentation de Chikwendu et Okezie (1989), ces plantes ont été cultivées mais
n’ont pas subi les stress pratiqués lors de 1’ennoblissement. Il semble d’aprés ces deux
résultats et d’aprés les résultats d’enquétes (Baco 2000, Okry 2000, Dumont 1998b) que
stresser la plante soit un élément important pour "transformer" une plante sauvage en plante
cultivée. Cependant, Chikwendu et Okezie (1989) ont utilisé pour leur expérimentation des
plantes ayant une morphologie typiquement sauvage. Au contraire, Baco (2000) indique que
les paysans sélectionnent pour I’ennoblissement des plantes dont la morphologie se rapproche
des plantes cultivées. Il n’est donc pas nécessaire que les modifications morphologiques
soient aussi importantes que celles visibles sur la figure 12. Ceci, ainsi que 1’absence de
stress, pourrait peut-étre expliquer pourquoi Chikwendu et Okezie (1989) n’ont pas obtenu de
tubercules a morphologie cultivée.

L’existence de morphotypes préférentiellement sélectionnés par les paysans pour
I’ennoblissement a été récemment analysée par Djedatin (2005) au Bénin. Cette étude montre
que les paysans reconnaissent effectivement des groupes de morphotypes parmi les especes
sauvages D. abyssinica et D. praehensilis, certains étant ennoblis, d’autres non. Cependant, il
n’y a pas de consensus quant a la classification morphologique des individus dans ces
groupes. De plus, ’analyse avec des marqueurs neutres ne permet pas de conclure a
I’existence d’une signature génétique de la capacité a étre ennoblis.

On ignore encore quels processus peuvent conduire a ces modifications
morphologiques. On peut imaginer que déplacer une plante d’un milieu fermé et compétitif a
un milieu ouvert et favorable puisse induire des changements morphologiques par plasticité
phénotypique.
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Encadré IV (suite)

La plasticité phénotypique est définie comme un changement dans le phénotype qui
dépend de I’environnement (Via et al. 1995). En d’autres termes, un méme génotype peut
produire des phénotypes différents dans des environnements différents. Par exemple, Sultan
(2003) a montré chez Polygonum sp. que les ressources allouées au développement des
feuilles et des racines sont différentes selon les environnements et selon les espéces. Les
mécanismes génétiques qui sous-tendent cette variation phénotypique sont encore mal
connus. Via et al. (1995) recensent deux types d’effet génétiques : d’une part un méme alléle
exprimé dans des environnements différents pourrait avoir des effets différents sur le
phénotype, d’autre part des locus régulateurs pourraient modifier I’expression des génes selon
les environnements. Les résultats obtenus sur par Chikwendu et Okezie (1989) sont
difficilement interprétables en termes de plasticité phénotypique car peu d’informations sont
données sur les témoins utilisés pendant I’expérimentation. Il n’est pas précisé par exemple si
les individus placés en milieu sauvage et servant de témoins sont des individus différents de
ceux placés en culture ou s’il s’agit de bouture de mémes individus.

L’autre hypothése qui pourrait expliquer les modifications morphologiques obtenues
durant I’ennoblissement est 1’existence de modifications épigénétiques. L’épigénétisme est
défini comme les changements héritables d’expression des geénes non associés a des
changements dans la séquence d’ADN (Wolffe et Matzke 1999). Ce terme renferme de
nombreux processus comme des modifications des histones, de la méthylation d’ADN, de la
conformation de la chromatine, I’action de petits ARN doubles brins, etc.

Les connaissances actuelles sur ’igname ne permettent pas d’apporter de réponses a la
question des modifications morphologiques associées au processus d’ennoblissement. Il
devient indispensable de mettre en place une expérience rigoureuse permettant de suivre ces
modifications morphologiques au cours du processus d’ennoblissement et d’en rechercher les
bases génétiques. L’¢tude du processus de 1’ennoblissement pose deux problémes majeurs.
D’une part ce processus est long (3 a 6 ans en moyenne) et le risque d’échec est important.
D’autre part, la nécessité de travailler en milieu naturel et en collaboration avec les paysans
rend difficile la mise en place d’une expérience rigoureuse dans laquelle les différents facteurs
sont suffisamment contr6lés pour espérer mettre en évidence quelque chose.
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cryoconservation est limitée aux génotypes non récalcitrants (Malaurie et al. 1993). De plus,
ces méthodes de conservation sont lourdes et coliteuses et les pays africains, principaux
concernés par la conservation de l’igname, ne sont pas tous capables d’y faire face.
Cependant, les résultats obtenus dans cette étude nous permettent de faire quelques

recommandations pour un échantillonnage visant a faire une collection ex situ.

Notre étude aupres de paysans de I’ethnie Gando du village de Gorobani révele que les
variétés telles qu’elles sont définies par les paysans ont une signification génétique réelle.
Cependant, il existe des groupes de variétés, correspondant a des variétés de noms différents
mais identiques génétiquement et sur la base des critéres paysans de classification. Selon nos
hypotheses, chaque groupe de variétés correspond a un produit de reproduction sexuée et se
diversifie uniquement par mutation.

Dans ces conditions, un échantillonnage visant a capturer un maximum de diversité
doit se concentrer en priorité sur la représentation d’un maximum de groupes de variétés.
Chaque groupe de variétés doit étre représenté chacun par peu d’accessions prises chez peu de
paysans, 1’idéal étant un seul individu par groupe de variétés. La diversité intra-groupe de
variétés étant essentiellement représentée par des mutants, il ne semble pas important
d’essayer de la représenter, d’autant plus que la faible fréquence de ces mutants conduirait a
un effort d’échantillonnage trop important par rapport a la diversité apportée. Un tel
échantillonnage permettrait de représenter chaque produit de reproduction sexuée.

Les groupes de variétés génétiques ne sont pas forcément faciles a mettre en évidence
sur le terrain. On peut donc choisir de représenter un individu par variété. Puis un test

génétique permettra, si nécessaire, d’éliminer les doublons.

Nous manquons d’études génétiques a grande échelle pour savoir comment s’organise
la diversité dans d’autres ethnies, villages ou régions.

Dans le village d’étude tout d’abord, nous n’avons analysé¢ que 10 des 48 variétés
recensées (Baco 2003). De plus, rien d’indique que la cohérence entre classification paysanne
et génétique mise en évidence dans notre analyse soit valable ailleurs. Nous avons travaillé
avec une ethnie a forte tradition de culture de I’igname et dans une région ou la production
d’igname est trés importante. On peut supposer que nos conclusions sur les classifications
soient valables chez d’autres ethnies aussi culturellement marquées par I’igname. Au
contraire, si nous avions travaillé avec une ethnie sans tradition de I’igname, nous aurions

sans doute observé des incohérences entre les classifications génétiques et paysannes.
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Ensuite, on ignore quelles sont les concordances entre les classifications de différentes
ethnies. En effet, chaque ethnie parle sa propre langue et est susceptible de nommer
difféeremment d’une autre ethnie des variétés identiques génétiquement. A D’inverse des
ethnies différentes peuvent nommer de la méme fagon des individus différents génétiquement
(Jarvis et al. 2000). S’il s’aveére que différentes ethnies maintiennent la méme diversité
génétique (méme sous des noms vari¢taux différents), I’échantillonnage pourra se concentrer
sur une seule ethnie. Au contraire, si différentes ethnies maintiennent une diversité génétique
différente (méme sous des noms variétaux identiques), il sera important de représenter la
diversité maintenue par chaque ethnie.

Pour résoudre ces questions, il faut envisager de réaliser des études génétiques dans
des villages et des ethnies différentes, en se concentrant dans un premier temps sur les ethnies

reconnues pour leur tradition de I’igname.

Une solution alternative a la collecte systématique des différentes variétés pour
constituer des collections ex situ pourrait étre de réaliser une collection "virtuelle" (Berthaud
com. pers.). En effet, selon Baco (2003), certaines variétés d’ignames sont cultivées par un
grand nombre de paysans et en grande quantité. De plus, nous avons montré que ces paysans
cultivent les mémes génotypes sous un méme nom de variété. Dans ces conditions, le risque
de voir disparaitre ces millions de tubercules est bien plus faible que celui de voir disparaitre
les quelques accessions correspondantes maintenues en collections ex situ. Cette collection
virtuelle correspondrait a une base de données dans laquelle chaque variété serait référencée
ainsi que les ethnies/villages/paysans la cultivant. Les gestionnaires des ressources génétiques
auraient ainsi acces a ces variétés en cas de nécessité. Cependant, une telle collection doit étre
complétée par une collection ex sifu pour les variétés cultivées par peu de paysans et en faible
quantité. Cette collection ex situ pourrait aussi servir a redistribuer la variété en cas de perte
(Pham et al. 2002). Cette collection virtuelle pourrait aussi permettre aux paysans de savoir ou
trouver quelle variété et ainsi permettrait de faciliter la diffusion de la diversité entre les
communautés.

De telles bases de données ont été réalisées au Népal (Rijal et al. 2000), sous le nom
de Community Biodiversity Register. Ces registres de biodiversité sont tenus par les
communautés locales elles-mémes et permettent ainsi de développer une certaine fierté, un
sentiment patrimonial, incitant ces communautés locales a conserver leur diversité. Ces bases
de données se situent donc a la frontiere de la conservation ex situ et de la conservation in

Situ.
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C. Conservation in situ

La conservation ex situ des ressources génétiques d’igname est aujourd’hui peu
performante (coflits élevés, pertes importantes). Au cours de cette thése, nous avons montré
I’existence en milieu paysan d’une dynamique de création variétale, que nous sommes
incapables de reproduire en stations expérimentales. Nous avons aussi montré que les especes
sauvages et cultivées interagissent par I’entremise des paysans et contribuent au maintien
d’une dynamique évolutive chez les ignames cultivées. Dans ce contexte, il devient nécessaire

de considérer la conservation in situ des ressources génétiques d’igname.

Nos résultats révelent un systéme complexe ou la diversité des ignames sauvages et la
diversité des ignames cultivées sont liées et ou le paysan est I’élément clé.

D’une part, nous avons montré que, par le biais de I’ennoblissement, les paysans
exploitent la diversité des ignames sauvages et contribuent a la diversification du pool cultivé.
La conservation des ignames sauvages et des pratiques paysannes associées est donc
indispensable pour maintenir les processus évolutifs chez I’igname cultivée.

D’autre part, seule la conservation des milieux naturels permettra la conservation des
ignames sauvages. Dans un pays comme le Bénin, il n’est pas raisonnable de prétendre
conserver des espaces sauvages en interdisant I’exploitation par les populations locales. Non
seulement cela poserait des problémes vis-a-vis des populations locales qui dépendent de ces
espaces naturels, mais en plus de tels programmes nécessiteraient des ressources financieres
trop importantes pour étre viables a long terme (Louafi et Tubiana 2005). Selon ces auteurs,
"sans association des populations locales et des usagers et sans prise en compte de leurs
intéréts respectifs, la biodiversité a peu de chance d’étre conservée efficacement sur le long
terme". De plus, selon Kaimowitz (2005), il n’est pas suffisant de conserver les espéces
menacées, il faut surtout qu’elles restent disponibles la ou les populations en ont besoin. Ceci
est d’autant plus vrai dans le cas de I’igname car 1’exploitation des ignames sauvages a un
impact direct sur la conservation des ignames cultivées. La protection des habitats naturels
doit donc s’accompagner d’une exploitation raisonnable des espéces sauvages. De plus, si le
paysan percoit I'intérét qu’il a a exploiter raisonnablement les milieux naturels (pour le

maintien des activités de chasse, cueillette, etc.), il contribuera directement a préserver ces
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milieux et donc a préserver la diversité des espéces sauvages associées. Le paysan apparait
donc comme un élément central permettant la conservation des ignames sauvages.

Il ressort donc que la conservation in situ a la ferme de 1’igname cultivée et la
conservation in situ des ignames sauvages doivent &tre considérées en méme temps, la

réussite de I'une étant dépendante de la réussite de I’autre.

Nos résultats sur la structuration de la diversité génétique dans le village de Gorobani
suggerent que pour conserver efficacement les ressources génétiques cultivées de ce village, il
n’est pas utile d’impliquer tous les paysans. En effet, il suffirait de travailler avec quelques
paysans motivés cultivant les principales variétés du village, ainsi qu’un maximum de variétés
mineures, et pratiquant ’ennoblissement. D un point de vue génétique, ce n’est donc pas tres
compliqué a mettre en place. Cela risque cependant d’étre bien plus difficile car il faudra
prendre en compte des aspects sociaux qui régissent la culture de 1’igname et la vie du village
en général. La conservation des ressources sauvages devrait, au contraire, impliquer et

responsabiliser le plus grand nombre.

Le role central des paysans et de leurs savoirs dans la conservation des ressources
génétiques est aujourd’hui reconnu (FAO 1996). Pourtant, au Bénin 1’érosion culturelle des
savoirs paysans ne peut étre exclue.

Actuellement I’ennoblissement est pratiqué par moins de 5% des paysans au Bénin
(Dumont 1998b, Baco 2000, Okry 2000, Houemassou Bossa 2001) et il semble que cette
pratique soit en déclin. En effet, ’ennoblissement est une pratique longue et fastidieuse qui
est jugée particulicrement déshonorante dans certaines régions du Bénin. Le probléme est
donc multiple : D’ennoblissement est une pratique délicate qui nécessite une certaine
expérience, cependant les savoirs liés a cette pratique sont peu diffusés et les anciens ont
actuellement tendance a abandonner cette pratique tandis que la jeune génération ne s’y
intéresse plus. Le risque est donc de voir progressivement disparaitre des savoirs
irremplagables. Il semble important aujourd’hui d’essayer de revaloriser cette pratique afin de
favoriser dans un premier temps 1’échange des savoirs puis la perpétuation des ces savoirs par
la jeune génération.

L’étude de Baco (2000) rapporte que les paysans cultivent de plus en plus du mais ou
du coton. Outre le risque d’érosion li¢ au déclin de la culture de I’igname, ce désintérét

conduit aussi & une moins bonne gestion des variétés d’igname. En effet, Baco (2003) note
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que, en raison de leur manque de connaissance et de leur incapacité a différencier les
différentes variétés, certains paysans du nord du Bénin donnent une dénomination globale a
un ensemble de variétés présentant des caractéristiques voisines. Ils ne sont pas en mesure de
différencier chaque variété séparément. Une telle pratique risque d’entrainer une perte de
diversité dans ces "ensembles de variétés" par un simple phénomene de dérive. Il est donc
important d’essayer de maintenir les savoirs paysans liés a la reconnaissance variétale, et

surtout a faire circuler correctement ces savoirs.

La préservation des savoirs paysans est un objectif délicat a réaliser. Un gestionnaire
des ressources génétiques ne peut pas en effet exiger d’un paysan qu’il conserve ses pratiques
traditionnelles et qu’il les transmette a la jeune génération. Par contre, la valorisation de ces
pratiques dans I’esprit des paysans peut contribuer fortement a les maintenir. Nous en avons
eu I’exemple avec la pratique de I’ennoblissement dans le village de Gorobani.

Cela fait de nombreuses années déja que I'IRD et le CIRAD, en collaboration avec des
chercheurs de I’Université d’Abomey-Calavi et de 'INRAB, travaillent sur I’ennoblissement.
Plusieurs personnes différentes ont ainsi défilé dans le village de Gorobani pour interroger les
paysans pratiquant ’ennoblissement et récolter des tubercules pré-ennoblis. Cet intérét pour la
pratique de I’ennoblissement n’a pas échappé aux paysans. Lors de I’enquéte de Baco (2000),
les paysans avouaient difficilement pratiquer 1’ennoblissement et n’acceptaient d’en discuter
que loin des autres paysans. En 2004, les paysans pratiquant I’ennoblissement s’étaient
regroupés autour d’un "chef", attitude qui semblait impensable quatre ans auparavant. En
2003, nous avons rencontré un paysan qui, découragé par ses mauvais résultats, voulait
abandonner I’ennoblissement, au grand désespoir de S. Tostain qui a essayé par tous les
moyens de le convaincre de continuer. L’année suivante, ce paysan pratiquait toujours
I’ennoblissement et nous a confié que puisque nous travaillions tant sur cette pratique, c’est
qu’elle devait étre intéressante pour lui et donc qu’il fallait qu’il continue. Il n’est donc pas
utopique de prétendre maintenir des savoirs paysans traditionnels.

De fagon plus générale, les plans de conservation in situ a la ferme cherchent a faire
prendre conscience aux paysans de 1’intérét qu’ils ont a maintenir leurs ressources génétiques
et a mobiliser les communautés locales. Au Népal, par exemple, des groupes de travail dans
les villages, des concours de chants ou de poeémes expliquant la nécessité de conserver la
diversité, etc., ont été mis en place pour sensibiliser les populations locales a la conservation
(Rijal et al. 2000). La prise de conscience paysanne est indispensable pour espérer maintenir

les ressources génétiques mais n’est pas toujours suffisante, surtout lorsque I’intérét du
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paysan s’oppose a la conservation. C’est ainsi que la notion de compensations en échange de
la conservation de la diversité a fait son apparition (Kaimowitz 2005). Au Pérou, par exemple,
certaines communautés paysannes ont accepté de maintenir des variétés de pomme de terre en
¢change d’un accés a des semences dont elles manquent (Sanchez et Cosio 2000). En effet, un
projet demandant aux paysans de conserver leurs ressources génétiques alors qu’ils y sont
perdants n’est pas viable et n’est pas éthiquement envisageable (Kaimowitz 2005). De
nombreuses autres approches peuvent ainsi étre envisagées comme la rétribution monétaire,
I’amélioration des conditions de culture, ou la mise en place de création variétale participative

pour améliorer les variétés locales.

Méme si de nombreuses questions ne sont pas encore résolues, notre recherche permet
de mieux comprendre comment les pratiques paysannes influencent le maintien et la
dynamique de la diversité des ignames au Bénin.

De fagon générale, cette démarche nous parait indispensable avant d’encourager les
pratiques paysannes que 1’on suppose garantes des processus évolutifs. En effet, seule la
démonstration de leur impact réel permet d’identifier les bénéfices attendus en maticre de
conservation, et donc de justifier et éclairer la mise en place de plans de conservation

impliquant les communautés paysannes.
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We developed new simple sequence repeat (S5R) markers in different species of yam

(Dioscorea sp). A microsatellite-enrched bank was created from Dioscorea alata, Dioscorea
abyssinica and Dioscorea prachensilis. Sixteen polvmorphic loci were characterized.
Several of these markers are transferable to species of other Dioscorea sections.

*_{_.:’Ti’a‘.".-'fs.' Dioscoran, S5R, transferability, tuber crop, vam

Recorved 14 July 2005; revision accepled T Seplemtrer 20005

Yam, [iescorea sp. (Dioscoreaceae, monocotviedon), is a
dicecious climber that is commonly found in {ropical
zones of Asia, Africa and America. Cultivated vam tubers
provide a significant source of starch o enhance people’s
diet during the dry season. Only three of the 400 yam species
distributed worldwide are of economic importance: Dioscora
alata L. (South-Fast Asia and Oceanial, Disscoras rolundata
Poir. (Africa) and Dioscorer frifids L. (South America). Cultivated
species ate vegeiatively propagated by farmers. Codominani
molecular markers are necessary: (D to study relationships
between the African cultivated species [, rotundala and
its assumed ancestors Diescorss pragiensilis and Dipscora
abyssinica, i) to xeudy I‘t‘.l-‘.‘iii[}!'}.ﬁhip& befween the cultivated
1

species [, alafa and the related spectes [Noscors el
from houth-Fast Asia and Oceania, and Qi) to genetically
tdentify the cultivars in the three diversification areas. A
fow microsatellite markers have been chamcterized by several
authors, fLe sixin I3 fokere (Terauchi & Konuma 19454 and
nine in I lundata (Mignoana o al. 200301 In this paper,

g

we describe additional microsatellite loci that were developed
to fulfill the above-described objec

ives.

Total genomic DNA was extracted according to Risterucc
e al. Q000 from voung feaves of accessions of three species:
. alats (one accession from Vanuatu), D, prachensilis and
D abyssindca (two accessions from Benind. DNA was digested
with Rsal restriction enzyime and the fragmentis were screened
using the enrichment protoco! described by Billote ot al.

Correspondence S, Tostain, Faxo 33 {03 67 41 »2 22, Eai
tostam@mplrd o

(1999, Fragments containing microsatellife (AG); or
(AL, were selected with a biotindabelled oligonucleot
Pragments were captured on streptavidin-coated magnetic
beads (antizgen-antibody /biotin-streptavidin complex), After

de.

bacterial transformation, the 1128 fransformed clones were
subcultured and the inserts were amplified after polymerase
chain reaction (PCR) directiv from the bacteria. Fragments
were hybridized with 2P-labelled sequences comple-
mentary to the microsatellites (CT)  and (GTY,, Two hundred
microsatellites were revealed by radiography: 100 with
D, alata, 50 with 13, prachensitis and 50 with [ abyssinica,

Sequencing was perdformed by the Centre National de
f‘iéqmrn cage ( ill‘;p: A wWwWiv genoscope.ons. frfevterne /English
/Proets Trojet, DW /DW himi} in 2001 Forward and reverse
primers for each locus were designed using the web-based
PRIMER 3 software program (hitp:/ www genome wimit.
eda/genome_software/other /primerd.himl), Fifty primer
pairs were synthesized, and 4% had amplifled {fragments
of expected size. Sixteen were retained (Tabie 1) for their
ability tostrongly amplify bands with few slippage signals
or secondary bands.

Microsatellites were highlighted by radioactive labelling
of the primers betore PCR K_phr»@ phurp’lﬂiirm of ATP-labeliad
gamma B in the presence of T4 polynuclentide kinase).
PCRs were performed asing a PTC 1007 thermocyeler
(M] Researchl The PCR program involved denaturation
At 9 *C for 5 min, followed by 35 cycles at 94 °C for 305,
51°C {annealing temperature) for 1min and 72 °C for
T min, with a final extension step at 72 °C for S min. The

POR pmdm::_-s WEere mpam{ed on denaturing urea-"AGE
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Table 1 Resulls of cress species amplification with eight DHoscoren species

Sections  Enantiophylium

Transferability
Macrogy-  of S5R marker

Opsophvion nodium bowd (%03

D abyssinica D.orotundate D prachensds D, cayensnsis

Doaite D opmmnlarie D0 buibipers D, trifida

Loci {3 (% 2 (B 4] 21 (1 (1
MalAdl - - - - + - = - 100
Dal1z - + " + + s . 88
DallN + - - - + + i
DalFds -+ * - - - + + 104
DadGid + - - * * " * * 100
Dab2(05 - + & - * s . . 166
Dab2(12 - + - - - - + - B8
Dab2lXs + S = = * + + A3
DablDos -+ + + + > . . i 48
Dab2E07 - - -+ - - - = - 14)
Dab2EDy = - - - - - - 6H3
DpraBlZ -+ + - s $ " =5
Dprale + + - - + + + + 1661
Z)pr?.i%'l-i + + + * = - ks + 16
Dpr3F10 - + & - 50
DprdfFl2 - = - - - - + - 5

The number of tested individuals per species is given in parentheses,
H r el |3

=, successiu ampiificaton with oae or more bands of a sze similar ko that of the priginal sequenced clong; - ne amplification; ™, no data,

{area 5M; 5% polyacrylamide gel, (Eurobio} and revealed
on radiography tim (Kodak X-OMAT L5y

Forward and reverse prmer sequences defined by
Mignouna efal. (2003) were compared with sequences of
our clones using the BLAST program of the National Center
for Biotechnology Information (NCED. No significant
sumilarity was found.

The primers were tested for microsatellite amplification
on 22 DNA samples from elght [hoscorea species (Table [
Results concerning the transferability of the simple sequence
repeat (95K across difterent (¥oscona species were consistent

with the botanical taxonomy (Table 1), Transferability was
higher for species belonging to the same botanical section
(Enanttophylum? as species from which 55E primers were
developed. Within the Enantiophvilum section, the patterns
differed for the African species on one hand and the
Asian<ceanian species [ alals and 12 mummenidaris on the
other.

Samples were analvsed on an AB PRISM® 3100 capillary
electrophoresis apparatus (PerkinBhmer), and loci were
scored using GENESCAN 3.7 and GENOTYPER 3.6 software
(Applied Biosvstems) The PR products were labelled
with four Huorochromes (PET, 6-FAM, NED and VIC) and
denatured with formamide.

Diversity at 10 microsatellite loci was monitored on 146
D refundala accessions from Benin and at six microsatellifte
ioct on 56 others (Tabie 20 Heterozygosity and allele

numbers were computed using POWERMARKER (Lin 2002)
Fixation index '",-‘) values were co myp whed and fested using
FSTAT software (Goudet 20010 The fotal number of alleles
ampiified for the T655Rs was 117, withanaverageof 7.3 alleles
per locus. Observed heterozygosity values were vanable,
with an average of {159 [Q00-094) No samples displaved
maore than twi alleles per focus, which is consistent with
the dipl{)idlx_-' of D rotundata (Scarcelll of af. 2005

F; analysis showed a signtiicant excess of heterozvgotes
at nineof the 15 polvmonphic loch. This was expected in this
vegetatively propagated crop. The significant excess of
homozygoles estimated atioe: DalGid and Dpr2BE2 could
be explained by the presence of nuil alleles,

Patrwise {inkage disequiiibrium (LD} between 1 loci
was studied using the GENITIX software package
(Belkhiref al. 2000 on the basis of genoty pe data {rom 103
i rofundata cultivars from Benin. Significant LD (F < {L05)
was dewoted in 3out of the 45 pairs of lodd. 5ix of the non-
significant LD cases Involved locas DalCl2 (with loci
Dab2EGT and Dpr3B12) The later case involved the pair
of loct Dpr3Fod and DatAQL LI is thus likely frequent
in autogamous and asexual species, even in the absence of
genetic linkage between ool Linkage data are avallable
for only five of the 10 surveyed lock. Among Dab2DX8,
Dab2D06, Dpr3F 1, Dpr3FMand DpedPE2, ondy the Jast two
foci were found o be genetically linked in a segregation
study (Scarcelli of al. 2005).
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ANNEXE

PRIMER NOTE 3

Table2 Characteristics of 16 microsatellite Jod iselated from I alada (Da, D, abyssinica (Daby and D, praghensilis (Dpr The annealing
temperature for all primer sets was 51 °C

Repeat moti# EMBL
of sequenced  Size N¢ Allele size CienBank

Locus Origin Primer sequences (537 clone (b} ofalleles  rangetbpd T, J'_is Accession no.

Dalam® a F TATRATCQRCCACAIC {GTly 204 5 212236 047 =002 AJSEIKT
R TOTTCOAACCATACACRA

DalC12 Da F GCCTTTATSCCTATCT (5T, 183 2 16162 Dad =032 AJRRIAGS
R AATCO2CTACALTCATCT

DaliMisd Da F. GATCCTATGAACRIRACTRA  (CAl, i 12 320358 089 000" AJSRIGST
R TITGACACTGACRATGGA

Dalris Da P BATGCTTOGTEATOCAAC (TGl 177 7 159-173 .56 L NS AJSRIS6E
R CTATAACGRATTGETGECT

D3y Da P CACGGUTTGACCTATC (A1, 205 4 3153410 027 081 AJSRIGST
B TTATTCAGSGCTOGTE

ab2C05 Dab P COCATEOTTOTASTTCT {3AL, 1949 12 1681498 HE3 =0 2E AJEHISTN
R TOCTCACCTOTTTACTTS

Dabk2C12  Dab . BGOCATCTTOOGAAL (A 182 1 17 DD - AJBBIATT
R CGANIGATCCAATARAN

Dak2lXe"  Dab F. TGTAAGATGCCCAIATT (0T, 174 12 155265 par -oe AJRRIAT2
B TCTCARCCTTCAGGS

RbZDO8"  Dab Fi MCARCRGAACOGATRTAGT  (AGH, 335 8 325351 a0 AJSRIATE
R GATTTECTTTEACTCOTT

Dab2F07™ Dahb FTTEAACCTTOACTTTROT {CTly, 152 14 129..173 D86 =001 NS AJRRIATH
R GAGTTCCTOTOCTTGSET

DabZEd b P AACATATAARCROAGATCA  (GAK), (AL 5 2138 04 DIFNS AJSEISTS
R ATANCCTTARITCCA

DodB12® Dpr P CATCRATCTTTCTCTCOTT (TG, 135 3 123141 147 +051 AIRHIATH
R CORTCRACACRATOCATC

DpralX¥ie®  Dor F. ATACCARIICAATACS (Ga) 4 151 f ldd - 156 83 =D20M AJREIATT
W ACOTATCGTCTTACCY

DorRMY Dpr ¥ AGACTCTTGCTCATST (ARG 128 i 15127 Had =il NS AISKISTE
R: GCCTTETTACTTTATTS

Dpr3 FIOE - Dpr Fr TCARAGCARTETTENG (G, Lt 14 157174 08 =027 AJSRISTY
R: ACOCRACATAGGSCATTC

Dpr3F12E Dpr P TOCCCATACARRTARACT (GRL, 178 5 162171 978 =00 AJSHISSO
R TCAALCAACAGAAGGTS

FExation imdex (significance

genotyping 56 L vobumdale accessions (%)

Aliele size range, number of aficies, observed heteroaygosity (M, percentage of heterozvgous individualsland Fg
level T« 005, 7P < 0001 | were estimated by genotyping 146 D, rofundata accessions (% or by
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Structure et dynamique de la diversité d’une plante cultivée & multiplication végétative :
le cas des ignames au Bénin (Dioscorea sp.)

Nous avons étudi¢ comment les pratiques paysannes contribuent a la dynamique et la structuration de
la diversité d’une plante cultivée a multiplication végétative, I’igname (Dioscorea sp.) au Bénin.

Dans un premier temps, nous avons montré la diploidie des especes étudiées (D. rotundata, D.
abyssinica et D. praehensilis).

Nous avons mis en évidence des flux de geénes entre les compartiments sauvage (D. abyssinica et D.
praehensilis) et cultivé (D. rotundata). Tout d’abord, nous avons montré 1’existence et la viabilité
d’hybrides interspécifiques. Puis, nous avons montré qu’a travers la pratique de I’ennoblissement,
certains paysans créent de nouvelles variétés a partir d’individus sauvages, d’hybrides interspécifiques
et probablement a partir d’hybrides inter-variétaux. Les paysans utilisent donc la reproduction sexuée
des ignames sauvages et cultivées et participent ainsi a maintenir les processus évolutifs chez cette
plante & multiplication végétative.

Nous avons ensuite analysé la diversité du compartiment cultivé et son organisation a 1’échelle d’un
village. Nos résultats suggerent que les variétés d’ignames ont été créées a partir de produits de
reproduction sexuée. Les variétés sont polyclonales mais homogénes génétiquement. En effet, cette
diversité s’interpréte comme des mutants dérivant d’un méme génotype. Enfin, les agriculteurs
cultivent les mémes groupes de variétés et échangent des tubercules entre eux, ce qui conduit a une
absence de différenciation entre les pools génétiques cultivés par les différents paysans.

Mots clés
Igname, diversité, flux de génes, multiplication végétative, reproduction sexuée, clonalité, pratiques
paysannes, ennoblissement, ploidie, Bénin

Structure and dynamics of the diversity of a vegetatively propagated crop: the case of
yam (Dioscorea sp.) in Benin.

We studied how farmers’ practices contribute to the dynamics and the structure of the diversity of a
vegetatively propagated crop, yam (Dioscorea sp.) in Benin.

First, we showed the diploidy of the studied species (D. rotundata, D. abyssinica and D. praehensilis).
We analysed gene flows between wild (D. abyssinica and D. praehensilis) and cultivated (D.
rotundata) species. First, we showed the existence and the viability of inter-specific hybrids. Then, we
showed that through the ennoblement practice, some farmers create new varieties from wild plants,
inter-specific hybrids and probably from inter-varietal hybrids. Farmers thus use the sexual
reproduction of wild and cultivated yams and maintain evolutionary processes in this vegetatively
propagated crop.

We then analysed the diversity of the cultivated species and its structure at village level. Our results
suggest that yam varieties were created from products of sexual reproduction. Varieties are polyclonal
but genetically homogeneous. Indeed, this diversity is interpreted as mutants that derived from the
same genotype. Lastly, farmers cultivate the same variety group and exchange tubers, which explains
the lack of differentiation observed between the genetic pools cultivated by different farmers.

Keywords
Yam, diversity, gene flow, vegetative multiplication, sexual reproduction, clonality, farmers’

practices, ennoblement, ploidy, Benin

Laboratoire
Equipe Anthropisation et Dynamique de la Diversité Génétique des Plantes (DYNADIV),
UMR 1097 Diversité et Génomes des Plantes Cultivées. IRD Montpellier



