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CAMES

Historique

Plusieurs réunions de spécialistes chargés de définir le réle et les fonctions de I'Enseignement Supérieur
ont conduit a la constitution d’une "Commission consultative d’expert pour la réforme de I'Enseignement
en Afrique et a Madagascar". Une résolution de la Conférence des Ministres de I'Education nationale tenue
a Paris en 1966 donnait mandat a la commission d’entreprendre une recherche approfondie sur les
structures et les enseignements des Universités Africaines et malgaches, dans unlarge esprit de coopération
interafricaine. Les conclusions de la réflexion menée par la Commission leur ayant été soumises a la
Conférence de Niamey, tenue les 22 et 23 janvier 1968, les Chefs d’Etats de 'OCAM déciderent la création
du "Conseil Africain et Malgache pour I'Enseignement Supérieur", regroupant a ce jour seize (16) Etats
francophones d’Afrique et de I'Océan Indien. La convention portant statut et organisation du CAMES fut
signée par les seize (16)Chefs d’Etat ou de Gouvernement, le 26 Avril 1972 a Lomé. Tous les textes juridiques
ont été actualisés en 1998-1999 et le Conseil des Ministres du CAMES, a lors de la 17éme Session tenue a
Antananarivo en Avril 2000, adopté I'ensemble des textes juridiques actualisés du CAMES, qu'on peut
retrouver sur le site web http://www.lecames.org/spip.php?articlel

Missions
e Promouvoir et favoriser la compréhension et la solidarité entre les Etats membres ;
e Instaurer une coopération culturelle et scientifique permanente entre les Etats membres ;

e Rassembler et diffuser tous documents universitaires ou de recherche : theses, statistiques, informations
sur les examens, annuaires, annales, palmares, information sur les offres et demandes d’emploi de
toutes origines

e Préparer les projets de conventions entre les Etats concernés dans les domaines de I'Enseignement
Supérieur, de la Recherche et contribuer a I'application de ces conventions ;

e Concevoir et promouvoir la concertation en vue de coordonner les systemes d’enseignement supérieur
et de la recherche afin d’harmoniser les programmes et les niveaux de recrutement dans les différents
établissements d’enseignement supérieur et de recherche, favoriser la coopération entre les différentes
institutions, ainsi que des échanges d’informations.

Organisation

Le Conseil des Ministres

Le Conseil des Ministres est I'instance supréme du CAMES. Il regroupe tous les Ministres ayant en charge
I’Enseignement Supérieur et/ou la Recherche Scientifique des pays membres. Il se réunit une fois I'an en
session ordinaire et peut étre convoqué en session extraordinaire. L'actuel Président du Conseil des Ministres
est le Ministre de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche de Cote d’lvoire.

Le Comité des Experts

Le Comité des Experts prépare la session ministérielle. |l est composé de deux représentants par pays membre
ou institution membre. Il se réunit une fois I'an en session ordinaire et peut étre convoqué en session
extraordinaire.

Le Comité Consultatif Général (CCG)

Il supervise et contréle I'application de I'’Accord portant création et organisation des Comités Consultatifs
Interafricains. Ses membres sont des Recteurs ou Présidents d’Universités et des Directeurs des Centres
Nationaux de Recherche. Les organismes signataires de I’'Accord y sont représentés par leurs Directeurs.
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INSTRUCTIONS AUX AUTEURS

Politique éditoriale

La Revue CAMES publie des contributions originales
(en frangais et en anglais) dans tous les domaines
de la science et de la technologie et est subdivisée
en 9 séries :

e Sciences des structures et de la matiére. Elle couvre les
domaines suivants : mathématiques, physique, chimie et
informatique,

e Sciences de la santé : médecine humaine, médecine
vétérinaire, pharmacie, odonto-stomatologie,
productions animales ;

* Sciences de la vie, de la terre et agronomie ;

e Sciences appliquées et de l'ingénieur ; Littérature,
langues et linguistique ;

e Sciences humaines Philosophie, sociologie,
anthropologie, psychologie, histoire et géographie ;

* Sciences économiques et de gestion ;
» Sciences juridiques et politiques ;
* Pharmacopée et médecine traditionnelles africaines ;

Toutes les séries publient en moyenne deux
numéros par an.

Les contributions publiées par la Revue CAMES
représentent |'opinion des auteurs et non celle du
comité de rédaction ou du CAMES. Tous les auteurs
sont considérés comme responsables de la totalité
du contenu de leurs contributions.

Soumission et forme des manuscrits

La soumission d'un manuscrit a la Revue CAMES
implique que les travaux qui y sont rapportés n'aient
jamais été publiés auparavant, ne soient pas soumis
concomitamment pour publication dans un autre
journal et qu'une fois acceptés, ne fussent plus
publiés nulle part ailleurs sous la méme langue ou
dans une autre langue, sans le consentement du
CAMES.

Les manuscrits, dactylographiés en interligne
double en recto sont soumis aux rédacteurs en chef
des séries.

Les manuscrits doivent comporter les adresses
postales et électroniques et le numéro de téléphone
de l'auteur a qui doivent étre adressées les
correspondances.Les manuscrits soumis a la Revue
CAMES doivent impérativement respecter les
indications cidessous:

Langue de publication

La revue publie des articles rédigés en francais ou en
anglais. Cependant, le titre, le résumé et les motsclés
doivent étre donnés dans les deux langues.

Ainsi, tout article soumis en frangais devra donc
comporter, obligatoirement, «un titre, un abstract et
des keywords», idem, dans le sens inverse, pour tout
article en anglais (un titre, un résumé et des
motsclés).

Page de titre

La premiere page doit comporter le titre de I'article,
les noms des auteurs, leur institution d'affiliation et
leur adresse complete. Elle devra comporter
également un titre courant ne dépassant pas une
soixantaine de caractéeres ainsi que |'adresse postale
del'auteur, a qui les correspondances doivent étre
adressées.

Résumé

Le résumé ne devrait pas dépasser 250 mots. Publié
seul, il doit permettre de comprendre I'essentiel des
travaux décrits dans l'article.

Introduction

L'introduction doit fournir suffisamment
d'informations de base, situant le contexte dans
lequel I'étude été entreprise. Elle doit permettre au
lecteur de juger de I'étude et d'évaluer les résultats
acquis.

Corps du sujet
Les différentes parties du corps du sujet doivent
apparaitre dans un ordre logique.

Conclusion

Elle ne doit pas faire double emploi avec le résumé et
la discussion. Elle doit étre un rappel des principaux
résultats obtenus et des conséquences les plus
importantes que I'on peut en déduire.

La rédaction du texte

La rédaction doit étre faite dans un style simple et
concis, avec des phrases courtes, en évitant les
répétitions.

Remerciements

Les remerciements au personnel d'assistance ou a
des supports financiers devront étre adressés en
terme concis.

Références
Les noms des auteurs seront mentionnés dans le
texte avec l'année de publication, le tout entre

parentheses.
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Les références doivent étre listées par ordre
alphabétique, a la fin du manuscrit de la fagon
suivante:

e Journal : noms et initiales des prénoms de tous les
auteurs, année de publication, titre complet de
I'article, nom complet du journal, numéro et volume,
les numéros de premiere et derniére page.

e Livres : noms et initiales des prénoms des auteurs
et année de publication, titre complet du livre,
éditeur, maison et lieu de publication.

* Proceedings : noms et initiales des prénoms des
auteurs et année de. publication, titre complet de
I'article et des proceedings, année et lieu du congres
ou symposium, maison et lieu de publication, les
numeéros de la premiere et derniéere page.

Tableaux et figures

Chaque tableau sera soumis sur une feuille séparée
et numéroté de facon séquentielle. Les figures seront
soumises sur des feuilles séparées et numérotées,
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selon l'ordre d’appel dans le texte.

La numérotation des tableaux se fera en chiffres
romains et celle des figures en chiffres arabes, dans
I'ordre de leur apparition dans le texte.

Photographies
Les photographies en noir & blanc et couleur, sont
acceptées.

Procédure de révision

Les manuscrits sont soumis a la révision des pairs.
Chaque manuscrit est soumis au moins a deux
référés  spécialisés. Les auteurs recgoivent les
commentaires écrits des référées. Il leur est alors
notifié, par la méme occasion, l'acceptation ou le
rejet de leur contribution.

NB : Le manuscrit accepté doit, aprés correction
conformément aux recommandations des référées,
étre retourné aux différents rédacteurs en chef des
séries, en format WORD ou DOC.

REDACTEURS EN CHEF DES REVUES

Les auteurs sont invités a envoyer directement leurs articles aux rédacteurs en chef des différentes séries:

e Sciences des structures et de la matiére:

Pr ABDOULA YB Alassane: aabdouy@yahoo.com (Niamey)
e Sciences de la santé:

Pr TOURE Meissa mtoure@ised.sn (Dakar)

¢ Sciences de la vie, de la terre et agronomie:

Pr GLITHO Adolé 1. iglitho@yahoo.fr (Lomé)

¢ Sciences appliquées et de l'ingénieur:

Pr FALL Meissa meissalall@univ-thies.sn (Thies)

o Littérature, langues et linguistique:

Pr AINAMON augustin ainamonaugustin@yahoo.fr (Cotonou)
e Sciences humaines:

Pr KADANGA Kodjona kkadanga59@yahoo.fr (Lomé)

e Sciences économiques et de gestion:

Pr ONDO Ossa Albert saond@yahoo.fr (Gabon)

e Sciences juridiques et politiques:

Pr SOMA Abdoulaye tikansonsoma@yahoolr (Ouagadougou)
¢ Pharmacopée et médecine traditionnelles africaines

Pr OUAMBA Jean Maurille jm_maurille@yahoo.fr (Brazzaville)

Conformément a la note d’information N° 0011.2018//CAMES/SG/KP du 28/02/2018, adressée aux Rédacteurs en chef des
Revues du CAMES (qui devient RAMres : Revue Africaine et Malgache de Recherches Scientifiques). Vous étes priés de
bien vouloir vous acquitter des frais d’évaluation de votre article qui s’élevent a 25 000 F CFA et d’envoyer votre recu de
paiement et une copie de votre manuscrit a 'adresse iglitho_at_yahoo.fr

Si votre article est accepté pour publication, aprés révision, vous paierez des frais de publication qui s’élévent a 75 000 F CFA avant
sa parution dans la revue sur la plate-forme de gestion des publications.

NB: - WARI, - Express union Internationale; - Rapid Transfert ECOBANK; - Africash UBA.

Au Comptable du CAMES (M. BOUROBOU Orphé Tuburse) et le code par SMS au +226 66897033. Les recus doivent étre scannés et
envoyés a I'adresse suivante <pocoulibaly_at_yahoo.fr>. avec copie au Professeur GLITHO A. <iglitho_at_yahoo.fr> (PS: Prendre

soin de remplacer _at_ par @ dans les e-mail ci-dessus.)

APRES RETRAIT DE L'ARGENT, LE COMPTABLE DU CAMES VOUS DELIVRERA UNE ATTESTATION DE RETRAIT QUE VOUS
ENVERREZ 3 iglitho_at_yahoo.fr ACCOMPAGNEE DE VOTRE MANUSCRIT (DEUX FICHIERS WORD AU MAXIMUM).
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Redynamisation des programmes de diffusion de la traction animale en Cote d’Ivoire

Seu KAMBIRE'*, Emmanuel ASSIDJO?, Michel HAVARD?

Résumé

Pour réduire les disparités régionales, I’Etat de Cote d’Ivoire a soutenu la culture du coton par I’introduction de la traction animale
(TA) visant I’intensification des systémes de production. Grace a sa multifonctionnalité, la TA est devenue I’un des intrants essentiels
des facteurs de production. Mais la crise économique de 1990, ayant conduit au retrait de 1’Etat des activités de la filiére, a abouti a
la privatisation de la CIDT en 1998. Cet article vise a faire un bilan des dynamiques du développement de la TA en Cote d’Ivoire,
afin de tirer des enseignements des expériences passées et de faire des propositions de trajectoires pour faciliter son adoption. La
méthode utilisée s’appuie sur une analyse historique des programmes de développement de la TA, des enquétes menées aupres de
chefs d’exploitations et d’artisans forgerons. Ainsi, 725 chefs d’exploitation et 104 artisans forgerons tirés aléatoirement, dans 66
Sous-Préfectures des sept districts des zones cotonniéres, ont été interrogés. Les résultats mettent en évidence trois périodes de
développement : échec des premiéres tentatives, ¢re des sociétés d’Etat, ére des sociétés privées. Les différentes analyses montrent
que le développement de la TA passe par la mise en place d’une politique de financement des paysans et des artisans forgerons
soutenue par I’Etat ivoirien et le secteur privé. Elles révelent la nécessité de mettre en place une stratégie nationale de développement
de la TA impliquant tous les acteurs, ainsi que la promotion de systémes de production durable basée sur I’emploi de technologies
agricoles productives et respectueuses de 1’environnement.

Mots-clés : Mécanisation, traction animale, coton, Cote d’Ivoire

Abstract

Revitalization of animal traction programs in Ivory Coast

To reduce regional disparities, the State of Ivory Coast has supported cotton cultivation by introducing animal traction (AT)
to intensify production systems. Thanks to its multifunctionality, AT has become one of the essential inputs of the production
factors. However, the economic crisis of 1990, which led to the withdrawal of the State from the sector's activities, resulted in the
privatization of CIDT in 1998. This paper aims to assess the dynamics of AT development in Cote d'Ivoire, in order to draw lessons
from past experiences and to propose trajectories to facilitate its adoption. The method used is based on a historical analysis of AT
development programs and surveys of farm managers and artisanal blacksmiths. Thus, 725 farm managers and 104 blacksmiths
were randomly selected in 66 sub-prefectures of the seven districts of the cotton zones and interviewed. The results highlight three
periods of development: the failure of the first attempts, the period of the state companies, and the era of the private companies.
The various analyses show that the development of AT requires the establishment of a financing policy for farmers and artisanal
blacksmiths supported by the Ivorian state and the private sector. They reveal the need to put in place a national AT development
strategy involving all stakeholders, as well as the promotion of sustainable production systems based on the use of productive and
environmentally friendly agricultural technologies.

Keywords: Mechanization, animal traction, cotton, Ivory Coast
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INTRODUCTION

En Céte d’Ivoire, la TA a fait partie des axes forts des politiques
de mécanisation agricole. Son introduction s’inscrivait dans le
cadre des programmes de développement et d’intensification de
la culture cotonniere dans les régions nord, jusque-la, en retard
en comparaison avec les régions forestiéres ou se concentrent, le
plus grand nombre de cultures d’exportation (café, cacao, hévéa
etc.). Ces programmes s’inséraient dans les politiques publiques
de mécanisation agricole, visant la réduction des déséquilibres
de revenus, afin de limiter I’exode des populations des savanes
vers les zones de forét et encourager les jeunes au retour a la
terre. C’est dans ce cadre que la Compagnie Frangaise pour le
Développement des Fibres Textiles (CFDT), remplacée ensuite
par la Compagnie Ivoirienne pour le Développement des textiles
(CIDT) ont mené des actions tres déterminantes dans la diffusion
et la promotion de la TA dans les zones cotonnieres. Les services
nécessaires de soutiens pour encourager les paysans a 1’adoption
de la TA étaient assurés par les sociétés de développement,

les banques publiques et les projets de développement. Grace
aux nombreux efforts et aux actions bien structurées, la TA a
contribué au développement socio-€conomique des régions
de savane. Mais, la mise en place des politiques d’ajustement
structurel proposées par la banque mondiale, va induire des
réformes qui vont aboutir a la privatisation de la CIDT en 1998 et
la libéralisation économique de la filiére coton. Conséquemment
a ces réformes, on assiste a la réduction ou a la suppression des
moyens d’intervention des services d’appui a la TA. Face a un tel
contexte économique, la redynamisation des programmes de la
TA posent les préoccupations suivantes : (i) Quelle place occupe
aujourd’hui, la TA sous I’ére des sociétés privées ? (ii) Quel est
I’état des services d’appui et de soutien a son développement ?
(iil) Quelles propositions et recommandations pour son
intégration durable ?

Pour réponde a ces questionnements, cet article se propose
de faire un bilan diagnostic de la TA, de tirer les lecons des
expériences passées, d’analyser les nouveaux programmes et
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projets de développement et de faire des recommandations
pour son intégration durable dans les systémes de production.

1 MATERIEL ET METHODE
1.1 Présentation de la zone de notre étude

Notre étude s’est déroulée dans les sept districts qui forment les
zones cotonnieres du pays. Elles s’étendent sur une superficie de
201 693 km? (Decoula et al., 2018) avec une population estimée
a pres de 7,5 millions d’habitants. Trois régimes agroclimatiques
caractérisent ces zones: soudanien, soudano-guinéen nord et
soudano-guinéen sud. Mais a la suite des différentes réformes
entreprises dans la filiére, I’Etat a adopté par décret n°2016-1153
du 28 décembre 2016, le découpage des zones cotonniéres en
zones exclusives d’activité (ZEA) et de développement du coton
(ZDC) (figure I). Les ZEA sont constituées de zones optimales
de production et sont attribuées aux sociétés privées, tandis que les
ZDC sont des zones propices a la culture du coton dans lesquelles
de nouveaux projets agro-industriels peuvent étre autorisés. Le
présent décret visent a corriger les disfonctionnements constatés
dans le processus d’encadrement des producteurs: concurrences
entre plusieurs sociétés pour le contrdle d’une localité souvent loin
de leurs ZEA; I’absence de coordination de véritables programmes
d’intensification agricoles, rendant inefficaces les appuis apportés
aux producteurs; et enfin, le détournement de production au
détriment de la société qui a assuré la fourniture des intrants.

IZONE COTONNIERE DE COTE D'IVOIRE |

[ 1VOIRE COTTON
B coT
SECO
coic
GLOBAL COTTON
[ sicosA
[ Zone de développement
# Usines
Frontiere
[ Limites Tenritoriales
[ Limites administratives

8 0 50 100km
A —-—)

Figure 1 : Zone cotonniére de Cote d’Ivoire

1.2 Méthode

Les données de cet article proviennent de sources primaires et
secondaires. La collecte des données primaires s’est faite en deux
étapes. Nous avons dans un premier temps, conduit des enquétes
aupres des producteurs et des artisans forgerons en collaboration
avec les techniciens des sociétés privées cotonnicres. Ensuite,
nous avons procédé a des séries d’entretiens avec les entités des
structures étatiques, des structures de gestion de la filiére, des
sociétés cotonnicres et des personnes ressources ayant participé
a des projets et/ou des programmes de TA. Quant aux données
secondaires, elles sont issues d’analyses documentaires (rapports,
projets, articles, et mémoires de fin d’études) de I’environnement
politique et historique de la TA.

Les bases de sondage ayant servi pour le tirage des échantillons
des chefs d’exploitations (CE) et des artisans forgerons (AF) sont
fournies par les sociétés privées cotonnieres. Elles contiennent
les listes des CE et des AF spécialisés en TA de chaque Sous-
Préfecture des sept districts. Notre méthode d’échantillonnage

REV.RAMRES - VOL.09 NUM.02 2021** ISSN 2424-7235

est un sondage stratifi¢ a deux degrés. Les strates sont constituées
par les districts. Dans chaque strate, le plan de sondage adopté
est a deux degrés. Les Sous-Préfectures constituant les unités
primaires et les CE et les AF les unités secondaires. Au premier
niveau sont tirés les Sous-Préfectures proportionnellement a
leur taille en nombre de CE et des AF. Au second niveau, les
listes de tous les CE et des AF de chaque Sous-Préfecture ont
été établies pour servir de base de sondage pour le tirage des
individus a enquéter au second degré. Afin d’assurer une bonne
représentativité de 1’échantillon, nous avons effectué¢ une sous-
stratification en fonction des modes de culture et des catégories
de forges existantes. A I'intérieur de chacune des sous strates
définies, nous avons procédé a un sondage aléatoire simple.
Ainsi, 524 producteurs et 104 forgerons ont ét¢ tirés dans 66
Sous-Préfectures pour étre enquétés.

2 RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les différentes analyses mettent en évidence les évolutions
chronologiques des processus de développement de la TA en Cote
d’Ivoire, montrent la nécessité aujourd’hui de relancer la TA, et
aboutissent a des ¢léments de discussions pour une intégration
durable de cette technologie dans les systemes de production a
base de coton.

2.1 Evolutions chronologiques des processus de
développement de la TA en Cote d’Ivoire

o Echecs des premiéres tentatives de 1950 a 1969

Les premieres tentatives de diffusion de la TA ont eu lieu vers
1950 et se sont matérialisées par la distribution de 60 charrues
aux paysans du cercle d’Odienné. Le mauvais dressage des
beeufs entrava cette opération. En 1959, on assiste a une nouvelle
tentative de relance avec le soutien des Sociétés Mutuelles de
Production Rurale. Cette fois-ci, 50 paires de beeufs sont mis a
la disposition des paysans des cercles d’Odienné et de Korhogo.
Mais, celle-ci se solda aussi par un échec pour diverses raisons:
la distribution de matériels de TA a des producteurs moins
intéressés (parcelles de cultures non défrichées); I'importation
de matériels coliteux et trop lourds pour les animaux locaux de
petits gabarits; une orientation agricole axée sur la productivité
du sol (la TAn’a d’intérét pour les paysans que si celle-ci réduit la
pénibilite et améliore la productivité de leur travail) et I’absence
de suivis permettant de réajuster les actions d’encadrement.

o Ere des sociétés d’Etat de 1970 a 1998

Apres les expériences des échecs passés, une nouvelle phase
de diffusion soutenue et a grande échelle est déployée sous
I’impulsion des actions structurées et menées successivement
par les sociétés de développement industrielles de la culture du
coton. Le démarrage réel intervient en 1970 avec la CFDT. De
1970 jusqu’en 1973, la CFDT a réussi a équiper 23 paysans, a
dresser 46 beeufs et a mettre en culture 62 ha. Dans les mémes
périodes, I’Etat et ces partenaires techniques et financiers ont
aussi conduit plusieurs programmes et projets de vulgarisation
de la TA de 1971 a 1979. Mais, c’est surtout avec la création
de la CIDT en 1974, par le décret n°74-282 du 20 juin 1974
en remplacement de la CFDT, que la TA va connaitre un
développement véritable par le nombre de paysans qu’elle
touche. Son financement était assuré a 75 % par ’Etat et a
25 % par la CFDT. A partir de 1975, la CIDT a mis en ceuvre
de vastes programmes de fourniture d’équipements de TA et
d’intrants aux producteurs comportant des dispositifs d’appui et
d’accompagnement nécessaires aux producteurs. A partir de la
campagne 1976, la TA se généralise grace aux actions amplifiées
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sur le terrain, mais a des degrés divers en fonction des régions.
Le taux de croissance s’infléchit quelque peu par la suite, mais
le rythme reste soutenu. Jusqu’en 1989, le taux d’adoption de la
TA était de 87,55 % aunord, 10,53 % a I’ouest et seulement 1,92
% au centre. Cette forte ascension au nord s’explique en grande
partie par les habitudes pastorales des paysans, la disponibilité
sur place de beeufs de trait, et de I’accommodation des cultures
vivriéres avec la TA. En revanche, dans 1’ouest et le centre, les
populations sont sans véritables traditions d’élevage et le cheptel
de trait est un peu rare (Sokouri et al., 2010). Pour équiper les
paysans, la CIDT achete les beeufs, les dresse et les rétrocede a
ceux qui sont bénéficiaires d’un crédit de la Banque Nationale de
Développement Agricole (BNDA). Cet engagement de la CIDT
a permis d’atteindre des exploitations de tailles moyennes soit de
4 ha dans le nord, de 5,3 ha a I’ouest et 2,5 ha au centre, ce qui
représente un gain par rapport a la culture manuelle qui est de 1,5
ha au nord, 1 ha a’ouest et 0,75 ha au centre.

Ce développement de la TA résulte de la combinaison de
plusieurs mesures incitatives: (i) I’existence d’un cheptel de
bovins dans le nord du pays et dans les pays frontaliers (Burkina
Faso, Guinée et Mali); (ii) la disponibilité de ressources en
terres cultivables; (iii) I’existence de culture monétaire dont le
prix d’achat est garanti par la Caisse de Stabilisation; (iv) la
réalisation de défrichements et de dessouchements de parcelles
au profit des paysans; (v) la création de ranchs et de centres de
dressage; (vi) un encadrement rapproché des paysans; (vii) la
mise sur pied d’un réseau d’artisans forgerons (AF); (viii) la
diffusion de matériels adaptés aux conditions naturelles et a la
rotation coton-vivriers ; (ix) la mise en place de systémes de
crédits et de subventions ; (xi) la mise en place d’une assurance
mortalité pour les beeufs de trait.

Avpartir de 1990, 1a chute des cours mondiaux du prix du coton qui
avait jusque-la connu une augmentation régulicre, va entrainer
une baisse importante des recettes publiques générées par la
filiére. Pour soulager les finances publiques, 1’Etat a réduit les
investissements et les prestations destinées au financement des
activités de la CIDT (Aiwa, 2015). C’est dans cette atmosphere
de crise économique qu’intervient brusquement en 1994, la
dévaluation du franc CFA avec pour conséquence, la hausse des
colts des équipements et des intrants de production agricoles.
Malgré ce contexte économique difficile, la CIDT a maintenu et
soutenu les systémes de crédits pour financer 1’équipement des
paysans et assurer le développement de la TA. Cette initiative
a permis de diffuser un nombre important de chaines d’attelage
aux paysans (figure 2).

En raison de la crise économique aigue qui a secou¢ la filiere
coton depuis 1990, différentes réformes ont été¢ entreprises
par I’Etat pour soulager la filiere. Celles-ci ont abouti huit ans
apres, a la privatisation de la CIDT en 1998. Par conséquent,
tous les services et dispositifs d’appui (dressage et santé des
animaux, appui-conseil, encadrement, financement, etc.) qui
constituaient le socle de base du développement de la TA ont
tous ét¢ démantelés. Désormais, les producteurs se doivent eux-
mémes de faire fassent aux charges d’acquisition et d’entretien
des chaines de TA et des intrants qui ont subi des augmentations
du fait de la dévaluation du franc CFA.

Jusqu’a fin 1998, I’encadrement de la CIDT a permis le suivi et
I’équipement de 26,63 % des paysans, la mise a disposition de
50 342 attelages et de 103 307 beeufs de trait et 1’exploitation
de 53,10 % de surface de coton.
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Figure2 : Evolution des paramétres d’encadrement de 1987/1988 2 1996/1997

o Ere des sociétés privées depuis 1999 a nos jours

En 1998, au terme du processus de privatisation de la CIDT,
les activités d’encadrement ont été reprises par de nouvelles
sociétés privées cotonniéres. Mais le coup d’état survenu en
1999 et la baisse des prix du coton sur le marché international,
n’ont pas permis a ces nouvelles sociétés privées de soutenir
les mémes qualités d’encadrement qu’offrait la CIDT. Ces
difficultés ont été amplifiées par la crise militaro-politique qui a
secou¢ le pays a partir de 2002. Au cours de cette crise, plusieurs
équipements de TA ont été soit détruits ou soit volés. Bien
qu’il n’existe pas de statistiques officielles des impacts de ces
crises sur le matériel agricole, les acteurs de la filiere estiment
la baisse du niveau d’équipement des exploitations a pres de
50 %. Hormis ce constat, le manque de financement, 1’absence
d’encadrement, la vétusté du matériel, 1’indisponibilit¢ des
pieces de rechange et I’absence des services sanitaires pour les
beeufs de trait ont concouru au recul de la TA.

Depuis 2009/2010, le contexte du développement de la TA
s’est profondément modifié en Cote d’ivoire. On assiste a la
restructuration de nouvelles offres de services d’appui a la
modernisation des exploitations. Les sociétés privées équipent
certains de leurs meilleurs producteurs en leur fournissant
du crédit pour 1’acquisition de chaines de TA (figure 3). Les
recouvrements sont faits lors de la commercialisation du coton.
IIs s’étalent sur une période de 3 a 5 ans en fonction du montant
du prét. De méme, des systémes de crédits a caution solidaires
sont conclus entre les sociétés privées et les coopératives
agricoles et destinés exclusivement pour I’acquisition de
chaines de TA. La durée des remboursements s’étend sur
une ou deux campagnes en fonction du montant du prét. En
dehors de ces derniers, certains producteurs s’équipent a partir
de ressources propres (figure 3) et les recouvrements se font
selon deux modalités : comptant ou a crédit selon les liens de
familiarité entre le paysan et 1’artisan forgeron (AF) dont la
durée est déterminée par consensus.

A partir de la campagne 2008/2009, un Projet de Relance
de la Culture Attelée (PRCA) a été initié par le ministére de
I’Agriculture avec un financement de 1’Union Européenne
(UE) pour un montant de 2,2 milliards de francs CFA. Il visait
le rééquipement des exploitations ayant subi des pertes de
matériels de TA du fait de la crise militaro-politique de 2002
a 2011. Fort des résultats obtenus, I’'UE a financé a nouveau,
dans le prolongement du précédent projet, un second dénommé
Projet de Poursuite de Relance de la Culture Attelée (PPRCA).
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11 était destiné aux producteurs n’ayant pas pu bénéficier du
premier projet et cultivant au moins 2 ha de coton. Les chaines
étaient subventionnées a hauteur de 50 % par I’'UE et les sociétés
cotonnicres assuraient 50 % sous forme de préts remboursables
sur deux campagnes agricoles. En touchant environ 21 %
des exploitations agricoles, ces deux projets sont venus en
appui aux efforts des sociétés cotonnieres. Ils ont permis de
reconstituer une partiec du matériel de TA, de contribuer a
accroitre la superficie moyenne par paysan (7 ha par paire de
beeufs) et d’améliorer les rendements moyens (<1000 kg/ha)
(Tillie et al., 2018). Les différents types d’équipements regus
par les producteurs dans le cadre de ces deux projets sont
indiqués dans le tableau 1.
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Figure 3: Répartition des paysans équipés de matériel a TA selon le
type de financement

Tableau 1 : Equipements Projet de Relance de la Culture Attelée (PRCA)
et Projet de Poursuite de Relance de la Culture Attelée (PPRCA)

PROJET PRCA 2008-2010 | PPRCA 2014-2016
Producteurs 14 480 9329
bénéficiaires

Animaux de trait 4141 2750
Multiculteurs ARARA 1028 1000
Multiculteurs

ARCOMA 392 600
Charrue mono soc 328 300
Semoirs Super Eco 674 600
Charrettes bovines 717 600

De fagon générale, les équipements détenus par les producteurs
sont fournis a 80 % par les sociétés privées et a 20 % par les
différents projets. Ils sont constitués majoritairement de 51,55
% de multiculteurs a cause de leurs multifonctionnalités, de
26,59 % de charrettes, de 19,47 % de semoirs et de seulement
2,29 % de charrues monosocs (figure 4). Ces attelages sont
composés pour la plupart de 75 % de matériels importés et
de 25 % issus de la fabrication locale. Il faut noter que les
¢équipements issus des AF ne sont souvent pas usités. Pour ces
raisons, les projets et programmes de développement optent
pour du matériel importé. Néanmoins, les AF locaux jouent
des roles trés déterminants dans le processus car ils assurent la
maintenance, la réparation et les adaptations des équipements
selon les besoins des producteurs.
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Figure 4 : Matériel de TA utilisé par les paysans de 2009 a 2020

2.2 Démarches pour une intégration durable de la TA dans
les zones cotonniéres

2.2.1 Faire de la TA ’une des composantes des stratégies de
mécanisation agricole du pays

Les perspectives de développement de la filiére coton en Cote
d’Ivoire montrent qu’il existe de nombreuses potentialités et
possibilités d’emploi de la TA dans le secteur agricole. Cependant,
avec la libéralisation de la filiere, on constate que I'offre de
financement pour soutenir la TA est pratiquement inexistante.
Elle repose sur le financement privé qui n’est surtout pas a la
portée des paysans a cause des conditions difficiles d’acces et des
taux d’intéréts appliqués. Dans la pratique, la réforme de la filiere
coton, n’a pas encore pour I’instant permis de mettre en place des
offres de financement exclusives de la TA par le secteur privé.
Meéme quand quelques rares institutions financiéres (banques et
microfinances) décident d’accorder des préts aux producteurs,
leurs offres sont tres faibles comparées aux demandes formulées.
En général, elles s’adressent aux grandes exploitations qui
présentent des garanties fiables. Pourtant, les besoins en chaines
de TA formulés sont croissants. Mais, le gros souci avec les petites
exploitations familiales, est que 1’expression de leurs besoins ne
tiennent souvent pas compte de la viabilité économique de leurs
exploitations (Pirot et al., 2004), car, dans certains cas, le coit
de la chaine de TA est plus élevé que le revenu annuel de leur
exploitation. Ce qui rend souvent contraignantes, les conditions
d’acces a la TA pour ces petites exploitations familiales. Pour
répondre a ces préoccupations, les sociétés privées devraient
mettre en place des services de soutiens intégrés capables de
trouver une adéquation entre les demandes exprimées par les
producteurs et les offres disponibles, afin de contribuer a sécuriser
et a rentabiliser les investissements réalisés.

Dans le dispositif actuel de développement de la TA, la plupart
des ingénieurs et techniciens qui assurent I’encadrement des
producteurs n’ont rien appris sur la TA durant leur cursus de
formation. A ce titre, pour une meilleure maitrise et diffusion
en milieu agricole, une place doit étre accordée a la TA dans
les programmes de formation des écoles agricoles. La mise
en ceuvre d’une telle politique agricole doit étre solidairement
soutenue par les pouvoirs publics, les structures de gestion et
les partenaires techniques de la filiere, le secteur privé et les
organisations des producteurs (Roesch, 2004).

2.2.2 Développer des produits bancaires adapter au
financement de la TA

Depuis le désengagement de I’Etat de la filiere coton, les institutions
financieres (microfinances et banques commerciales) se résignent a
financer la TA. Mais celles qui décident de s’y engager, s intéressent
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plutét aux grandes exploitations qui présentent des garanties
viables. Dans un tel contexte économique moins favorable au
financement de la TA, 1’Etat a travers ses démembrements et tous
les acteurs (structures de gestion de la filiére, sociétés privées,
partenaires techniques, organisations de producteurs, structures
financieres) doivent ensemble élaborer et définir des canevas
de financement plus adaptées a la situation économique des
cotonculteurs. A ce propos, la bonification du crédit a I’équipement
en accord avec les institutions financiéres peut s’avérer comme
une voie intéressante a explorer par les acteurs (Westlake et al.,
2014). Dans ce systéme, I’Etat intervient en bonifiant les taux
d’intérét des crédits aux bénéfices des emprunteurs sous forme
de prime. Cette stratégie regorge un avantage considérable, parce
quelle peut faciliter et garantir I’acces au financement de la TA.
Pour ce faire, les principaux acteurs doivent étudier les conditions
de faisabilité dans lesquelles pourrait étre envisagé la bonification
des taux d’intérét des crédits accordés et les modalités de son
application. Par ailleurs, mettre en place, un mécanisme de suivi
et de vérification de la bonne utilisation des crédits bonifiés dans
les activités pour lesquelles ils ont été octroyés (Kendo, 2012). Ce
systéme de crédit s’avere intéressant, car il pourrait permettre de
résoudre en grande partie, les difficultés li¢es au financement de la
mécanisation a TA.

Aujourd’hui, la mécanisation de 1’agriculture en zone cotonnicre
ne peut se faire sans un systeme de financement de 1’équipement
des producteurs. En effet, selon Djato, (2001), I’accés au crédit
agricole est un facteur d’accélération du développement du secteur
agricole. Cette hypothése est confirmée par Roesch, (2004)
lorsqu’il affirme qu’un accés sécurisé et adapté au financement
permet aux exploitations de développer avec sérénité leurs activités
agricoles.

2.2.3 Redynamiser le secteur de la fabrication de matériel de TA

Selon les acteurs de la filiére coton, les AF bien encadrées,
pourraient jouer un role déterminant par la réduction des
importations de matériels de TA. Les conseillers agricoles
confirment cette hypothése, en affirmant a leur tour que les AF sont
aujourd’hui, indispensables a la diffusion de la TA eu égard aux
multiples sollicitations pour apporter soit des corrections ou faire
des montages de matériels importés, soit assurer les réparations des
picces cassées ou les approvisionnements en pieces de rechange et
aux parcs des outils divers fabriqués qui ne cessent d’augmenter.
Cependant, il n’existe pas de financements spécifiques orientés
vers cette activité. Les AF pour la plupart financent a partir de
ressources propres la création et la mise en fonctionnement de leur
atelier. Certains par contre ont pu bénéficier de ’appui financier de
membres de leur famille. Plus de 75 % de ces ateliers fonctionnent
comme une structure familiale avec un chef qui en est le fondateur.
En sa qualit¢ de premier responsable, il assure tous les besoins
vitaux des travailleurs. Les personnels apprenants et confirmés
sont composés en majorité des membres de la famille. Leur statut
informel (plus de 80 % des ateliers rencontrés) ne leur permet pas
de bénéficier d’un acces aux crédits.

En I’état actuel de son développement, le financement des AF
demeure difficile pour les institutions financiéres, surtout pour les
microfinances dont la fragilité étant grande, limite leur capacité a
prendre des risques. Souvent, celles-ci ne maitrisent pas le secteur
de la forge et ne disposent généralement pas de repéres technico-
¢conomiques capables d’évaluer la qualité et la pertinence des
dossiers de demande de crédits d’équipements. Ce qui implique
avant tout de faire une analyse globale de sa viabilité économique,
que les institutions financiéres ne sont pas disponibles a effectuer.
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Par ailleurs, les taux d’intérét élevés (10 a 12 %, selon les données
de nos enquétes) appliqués entrainent des cotits de financement
tres lourds a supporter par les AF.

Pour faciliter une meilleure intégration de la forge dans le
processus de développement de la TA, il est indispensable
qu'une stratégic commune soit définie avec I’ensemble
des acteurs dans le but de déterminer des axes prioritaires
d’accompagnement des AF. Ainsi, le développement de
la TA en Coéte d’Ivoire invite donc a une restructuration et
une professionnalisation du métier des AF pour les rendre
plus compétitifs et viables sur les marchés locaux. Au plan
organisationnel, il faut donc encourager le regroupement des AF
en sociétés coopératives afin de faciliter leurs participations aux
appels d’offres de fournitures de matériels agricoles. Solliciter
par la méme occasion I’appui institutionnel de la chambre des
métiers pour formaliser leur statut. Sur le plan structurel, mettre
un fort accent sur la modernisation et la réhabilitation des
ateliers par le renouvellement des équipements vétustes. En ce
qui concerne la promotion du métier des AF, faciliter leur accés
au crédit et instaurer un partenariat entre les structures agréés
(les centres de formations professionnels, etc.) et ceux-ci afin
de leur permettre de bénéficier de formation aux nouvelles
technologies de soudure (Vall et al., 2011).

Le controle de la qualité des outils et des équipements doit faire
partie des dispositions a mettre en vigueur. Favoriser |’ ouverture
sur le marché extérieur pour encourager la concurrence entre les
matériels produits localement et ceux importés. Cette stratégie
vise a inciter les petites et moyennes industries locales de TA
a renforcer leurs capacités technologiques afin de produire du
matériel de qualité équivalente a ceux importés et de fournir
des services d’accompagnement adéquat aux paysans. Mais,
cette perspective d’ouverture sur le marché extérieur pourrait
avoir des répercussions a plusieurs niveaux: commercialisation
de matériel tout venant, difficultés d’approvisionnement en
pieces de rechange, création de sociétés fictives juste pour
fournir du matériel sans accompagnement (Vall et al., 2002).
Pour pallier cette situation, 1’Etat peut créer un organe comme
le Centre Ivoirien du Machinisme Agricole (CIMA) avec les
mémes attributs qui se chargera d’effectuer les controles et les
procédures administratives, les tests et les essais afin de définir
des normes pour tout matériel importé ou produit localement.
A ce titre, les pouvoirs publics doivent non seulement réguler
la création, mais aussi encourager et faciliter la formalisation
administrative du statut des ateliers en réduisant les taxes
fiscales, les impdts afin de les intégrer dans les programmes de
crédits de matériels agricoles.

2.2.4 Promouvoir une mécanisation a TA plus écologique
dans les systémes de production

Dans le cadre de I’intégration de I’agriculture et de 1’élevage,
la définition des choix des techniques et des types de matériels
adaptés pour les opérations de préparation des sols est tres
déterminante, surtout avec les changements climatiques qui
perturbent gravement les calendriers culturaux.

Selon I’état des sols, les travaux de préparation des terres qui
visent a restaurer leurs propriétés physiques peuvent provoquer
I’érosion et la dégradation de la matiére organique, s’ils sont
mal menés (Blavet et al., 2004; Richard, 2012). Lorsque les
paysans effectuent les travaux de préparation des lits de semis
quiameublissent la surface du sol, ils I’exposent aux intempéries
du vent et de la pluie. Ces opérations peuvent provoquer
alors la perte de la fertilité¢ du sol et occasionner la réduction
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de la productivité¢ du travail agricole et du rendement (Vall
et al., 2004). Mais, une meilleure intégration de ’agriculture
et I’élevage permet une intensification des systémes de
production et contribue au maintien de la fertilit¢ des sols (Vall
et al., 2011), de réduire les achats des engrais en lieu et place
de I'utilisation du fumier comme fertilisant qui permettrait
d’améliorer la durabilité des systémes de production (Sib et al.,
2018; Lhoste et al., 2010). Dans cette quéte d’une agriculture
plus écologique, les structures de recherche doivent s’impliquer
pour accompagner les paysans en proposant une amélioration
de la qualit¢ des pratiques agricoles a travers la diversification
des techniques culturales combinées a une meilleure utilisation
optimale des attelages. La prise en compte des changements
induits par la TA dans les activités de recherche des sociétés
cotonnieres permettra de circonscrire les impacts des outils
sur la fertilité des sols grice a leur adaptation aux conditions
naturelles des régions agricoles (Johansen et al., 2012; Sims
et al., 2012; Friedrich et al., 2010). Pour parvenir a une telle
agriculture en zone cotonniere, les acteurs de la filiére devraient
inscrire leurs démarches dans la méme dynamique que celui du
Programme National de lutte contre le Changement Climatique
mis en place par le gouvernement en 2012.

Conclusion

Cette étude nous a permis de faire un état des lieux de laTA etde
mettre en évidence les répercussions des différents programmes
et projets de son développement. Elle révele que la culture du
coton a été le précurseur de sa vulgarisation en Cote d’Ivoire.
Elle montre que la diffusion de la TA a été soutenue durant des
décennies par un mécanisme public de financement piloté par
la CIDT, une société d’Etat. Elle avait pour mission de garantir
et d’administrer le développement de la culture du coton en
fournissant tous les intrants nécessaires aux producteurs pour
stimuler I’adoption de la TA. Cette politique de développement
agricole a ét¢ bouleversé par le PAS avec pour corollaire, la
privatisation de la CIDT, la libéralisation de la filicre et la
suppression des services d’appuis fournis par I’Etat a partir
de 1998 faisant place a des services reformés en privés. Avec
I’avénement des sociétés privées cotonnieres, une nouvelle
dynamique de développement de la TA se construit avec le
soutien des partenaires techniques et financiers de la filiere. Ces
nouveaux programmes visent 1’équipement des producteurs
afin de rehausser le niveau de mécanisation des exploitations
agricoles. Cependant, les services nécessaires comme le
marché de fourniture de matiéres premieres de fabrication,
la formation et ’appui conseil, le financement ainsi que les
activités de recherche et développement restent encore trés peu
déployés. Le bilan de cette analyse révele que 1’Etat doit créer
les conditions favorables a la mécanisation agricole, concevoir
des programmes de recherche-développement plus dynamiques
pour promouvoir une triple performance des exploitations
cotonniéres sur le plan économique, environnemental et social.
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Biodiversité des foraminiféres planctoniques du Cénozoique de la marge continentale
ouest-africaine au Sénégal : implication paléoenvironnementale

Malick Thiam
Résumé

A travers une approche basée sur des analyses multivariées, nous avons caractérisé la diversité des foraminiféres planctoniques du
Paléocéne supérieur (biozone P4a) a I’Eocéne supérieur (biozone E ). Leur forte répartition dans les sédiments détritiques (argile,
sable, sable argileux) et carbonatés (calcaire et marne) au Sud du bassin Sénégalo-Mauritanien en Casamance a permis de suivre les
variations de la biodiversité. Un clustering des échantillons réalisé sur la base des foraminiféres planctoniques a donné 4 groupes
d’associations réparties dans les différentes unités lithologiques. Les résultats obtenus avec 1’ Analyse Factorielle des Composantes
Redressées (AFCR) montrent que le Paléocéne supérieur est caractérisé par les genres Morozovella, Pseudohastigerina et
Parasubbotina. L’Eocéne est surtout marqué par les genres Subbotina, Acarinina, Turborotalia, Paragloborotalia, Globoturborotalita
et Globigerina. Des corrélations basées sur le pourcentage de foraminiféres planctoniques ont permis de déterminer les variations
des paléoprofondeurs et les indices de diversité.

Mots clés : Foraminiféres planctoniques, Analyse factorielle des composantes redressées, Biodiversité, Paléoenvironnements,
Paléocéne, Eocéne, Casamance, Sénégal.

Abstract

Planktonic foraminiferal biodiversity in Cenozoic West African Continental margin deposits in Senegal: paleoenvironmental implication

Through an approach based on multivariate analyses, the diversity of planktonic foraminifera from the Upper Paleocene (biozone
P4a) to the Upper Eocene (biozone E16) was characterised. Their high distribution in detrital (clay, sand, clayey sand) and carbonate
(limestone and marl) sediments in the southern region of the Senegalo-Mauritanian basin in Casamance made it possible to monitor
biodiversity variations. Samples clustering based on planktonic foraminifera distribution gave 4 faunal associations distributed in the
different lithological units. The results obtained with the Detrended Correspondent Analysis (DCA) show that the Upper Paleocene
is characterised by the genera Morozovella, Pseudohastigerina and Parasubbotina. The Eocene is mainly marked by the genera
Subbotina, Acarinina, Turborotalia, Paragloborotalia, Globoturborotalita and Globigerina. Correlations based on percentage of
planktonic foraminifera have made it possible to determine the palacodepth changes and diversity index.

Keywords: Planktonic foraminifera, Detrended Correspondance Analysis, Biodiversity, Paleoenvironments, Paleocene, Eocene, Casamance.

Département de SVT, Faculté des Sciences et Technologies de 1I’Education et de la Formation, Université Cheikh Anta Diop, Dakar, Sénégal -

Email : malick22.thiam@ucad.edu.sn

1. Introduction

La région de Casamance est située au Sud du bassin
Sénégalo-Mauritanien (Fig. 1). Ce bassin est caractérisé par
une ¢épaisse série sédimentaire méso-cénozoique dont les
caracteres lithologiques et micropaléontologiques mettent
en évidence une ouverture océanique progressive. Les
¢tudes lithologiques et micropaléontologiques effectuées
dans les différents secteurs du bassin (Tessier, 1952 ;
Monciardini, 1966 ; Spengler et al., 1966 ; Castelain, 1965
; Diop et al., 1982 ; Ly, 1985 ; Prian,1986 ; Sarr, 1995 ;
Thiam, 2007, Thiam, 2014 ; Thiam & Sarr, 2014) montrent
un Paléogene quasi complet caractéris€¢ par des dépots
chimiques et biochimiques (calcaire, calcaire marneux et
marnes) qui se rajeunissent en direction de I’Est (Ly, 1985 ;
Thiam, 2014). L’Eocéne est dominé par une sédimentation
carbonatée (calcaire et marnes). Les foraminiféres sont trés
diversifiés dans le bassin avec des formes planctoniques
trés riches a 1’Ouest qui passent a 1’Est a des formes
benthiques (Ly, 1985 ; Carbonnel, 1986 ; Thiam, 2014).
Le présent travail a pour but d’étudier la biodiversité des
foraminiferes planctoniques durant la période Paléocéne-
Eocéne a partir d’indices de biodiversité et d’associations
de foraminiféres planctoniques. Leur interprétation permet
de déterminer 1’évolution des paléoenvironnements.
L’utilisation d’une analyse factorielle des correspondances
redressées (AFCR) a permis de minimiser les écarts liés
a la grande variabilit¢ taxonomique des foraminiféres
planctoniques.

2. Matériel et méthode

L’étude a portée sur les foraminiféres planctoniques triés
a la suite d’un traitement micropaléontologique de 57
échantillons provenant du sondage de référence situé¢ a
Bounkiling (Longitude 152 41°25”W; Latitude13° 02°35”
N, Profondeur 403m) en Casamance (Fig. 2). Pour chaque
¢échantillon nous avons déterminé 1’indice de pélagisme
sur la base du pourcentage de foraminiféres planctoniques
par rapport au nombre total de foraminiferes (Murray,
1976). Par ailleurs, le calcul de I’indice de Shannon (HS)
et du nombre d’individus par gramme de sédiment (n/g)
nous permet d’interpréter les variations de la diversité
des foraminiféres planctoniques au cours du temps.
Environ 300 spécimens de foraminifeéres planctoniques
ont ét¢ utilisés pour le clustering et 1’analyse factorielle.
Nous avons utilis¢ la méthode d’analyse factorielle
des correspondances Redressées (AFCR) développées
par Benzecri (1983) ; Hill et Gauch (1980) ; Oxanen et
Minchin (1997) qui permet de caractériser la distribution
des variables espéces dans un échantillon. Les axes
factoriels [AF] retenus, rendent compte de la contribution
des variables espéces par rapport a I’inertie totale obtenue.
Pour caractériser les paléobathymétries, nous avons utilisé
les subdivisions bathymétriques de Van Morkhoven et al.
(1986) : néritique (0-200m), supra-bathyal (200-600m),
moyen bathyal (600-1000m), infra-bathyal (1000-2000m)
et abyssal (> 2000m).
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Figure 1: Le Bassin sédimentaire sénégalo-mauritanien dans
son cadre régional (Liger, 1979 ; Ly, 1985 ; Roger et al., 2009).
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Figure 2 : Carte géologique de la zone étudiée.
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3. Résultats et discussions
3.1. Biostratigraphie

Les 59 espéces de foraminiféres planctoniques répertoriées ont
permis de définir des biozones allant du Paléocéne supérieur
a I’Oligoceéne inférieur (in Thiam 2014). Les taxons index
répertoriés dans deux unités lithologiques dénommeées UA et
UB sont présentés dans le Tableau 1. L'unité A (UA) est datée du
Paléocéne supérieur (P4a-P5) et I'unité B englobe les biozones
de I’Eocene inférieur (SUB1), de I’Eocéne moyen (SUB2) et de
I’Eocéne supérieur a Oligocéne inférieur (SUB3).

4. Analyse multivariée
4.1. Clustering

11 a permis de mettre en évidence les groupes A, Bla et B1b qui
se trouvent dans la sous-unité B1 [SUB1] datée du sommet de
I’Eocéne inférieur. L’unité lithologique [UA] ne renferme qu’une
partie du groupe A d’age Paléocéne supérieur. La sous-unité B2
[SUB2] est représentée par le groupe Blc alors que les groupes
B2, C et D caractérisent la sous-unité B3 [SUB3] (Fig. 3).
Les groupes sont d’age Eocéne moyen a Oligocéne inférieur. Les
limites des unités lithologiques sont bien corrélées a celles des
groupes a I’exception de [UA] (Fig. 3).

Tableau 1 : Répartition des espéces marqueurs de biozones
foraminiféres planctoniques dans les unités lithologiques
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Figure 3 : Clustering des foraminiféres planctoniques du

sondage de Bounkiling.

4.2. Analyse factorielle des correspondances redressées (AFCR)

Les groupes sont bien individualisés entre eux et permettent de
bien caractériser les biozones. [’ AFRC des genres planctoniques
(Fig. 4) montre que les groupes se succédent suivant le gradient de
I’axe factoriel 1 [AF1] qui exprime 93% de 'inertie totale. Suivant
ce gradient, on a successivement le groupe A, les groupes B1 et
B2, Ie groupe C et le groupe D.

Cette répartition des genres et des espéces, suit I’évolution des
biozones de foraminiferes planctoniques du Paléocéne a I’Eocéne

supérieur (Fig. 4).
Nous remarquons que :

 le groupe A caractérise [UC] et [SUB3] (Fig. 3) et montre
de fortes corrélations entre les échantillons du cluster et les
genres Morozovella, Pseudohastigerina, et Parasubbotina. 1l
contribue tres peu a I'inertie de [AF1]. Par ailleurs, les especes
Acarinina pseudotopilensis, A. nitida, Pseudohastigerina micra,
Globanomalina chapmanni, Turborotalia carcosellensis et
Subbotina cancellata sont trés isolées du groupe (Fig. 5), ce
qui prouve qu’elles ont une incidence trés faible ou nulle dans
la biozonation du Paléocéne. Cela signifierait que les genres
Morozovella, Pseudohastigerina et Parasubbotina caractérisent
mieux les biozones P4a a E6 de Berggren et Pearson (2005) ;

¢ legroupe B ades contributions élevées sur [AF1] et [AF2] aussi
bien au niveau des genres que des especes (Fig. 4 et 5). Dans ce
groupe B, on remarque des relations fortes entre les échantillons de
Bla, Blb, Blc et B2 avec les especes (Fig. 5). L AFCR des genres
planctoniques montre que les genres Acarinina et Subbotina ont
des valeurs absolues tres proches de celles du groupe B sur [AF1].
De plus, on note une corrélation positive des Subbotina avec les
échantillons 250 a 265m [SUB2 et SUBI] (Fig. 4), alors que les
Acarinina se rapprochent davantage des échantillons 201 a 229m
(SUB3). Suivant I’axe factoriel 2 [AF2], on observe une faible
contribution des échantillons. De plus, I’analyse des distances
(similarités) entre les échantillons et les genres (Fig. 3) montre
que les Subbotina caractérisent le groupe Blc alors que B2 est

REV. RAMRES - VOL.09 NUM.02 2021** ISSN 2424-7235

plus marqué par les Acarinina. 1l en résulte que les Subbotina
caractérisent I’Eocene inférieur tandis que les Acarinina semblent
plus typiques de I’Eocéne moyen ;

* le groupe C, bien qu’ayant une forte contribution a I'inertie
de [AF1], est mal caractérisé par les espéces planctoniques. En
effet, la forte inertie sur [AF1] est surtout liée aux espéces du genre
Turborotalia (Fig. 5). Sur [AF2], I’inertie résulte de la contribution
de S. eocaena, S. hagni, P. griffinoides et Globigerinatheka
kugleri. De ce fait, le groupe C est mieux caractérisé par les genres
Turborotalia, Subbotina et Paragloborotalia (Fig. 4). Ces genres
sont donc caractéristiques de I’Eocéne moyen a supérieur ;

* le groupe D exprime la contribution la plus importante sur
[AF1] mais participe faiblement a I’inertie de [AF2]. Les especes
caractéristiques de ce cluster appartiennent aux genres Globigerina
(G. officinalis) et Globoturborotalita (G. ouachitaensis, G. gnaucki,
G.anguliofficinalis, G. angustiumbilicata) et ont des scores trés
€levés sur cet axe. Ce groupe étant typique de la [SUB3] (Fig.
5), on en déduit que les espéces des genres Globoturborotalita et
Globigerina définissent mieux I’Eoceéne supérieur.
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Figure 4 : Analyse factorielle de composantes redressées des genres
de foraminiféres planctoniques du sondage de Bounkiling.
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5. Etude de la biodiversité des foraminiféres planctoniques
5.1. Au Paléocéne

L’indice de pélagisme obtenu est relativement élevé (60%), ce
qui indique un milieu marin de type plateforme externe et une
profondeur d’environ 200m (Fig. 6). Cette valeur élevée de
I’indice de pélagisme est liée a la transgression du Paléocene
mis en évidence par Ly en Casamance (1985). Durant cette
période, ’indice de Shannon H(S) reste élevé ce qui traduit
une grande hétérogénéité des populations planctoniques. Cela
s’expliquerait en partie par I’existence de conditions physico-
chimiques favorables a la survie des especes présentes durant
la période (Fig. 6). La corrélation avec les résultats obtenus
sur les AFCR montre que les espeéces planctoniques des
genres Morozovella, Pseudohastigerina et Parasubbotina
sont les mieux adaptées aux eaux chaudes des basses a
moyennes latitudes (Thiam, 2013 ; Thiam, 2014). Ainsi, les
argiles sableuses du Paléocene se sont déposées dans une mer
profonde du milieu épibathyal supérieur ou circulent les eaux
chaudes (Thiam, 2014).

5.2. A ’Eocéne

A I’Focéne inférieur et moyen, s’installe un milieu de
dép6t mésobathyal avec un épisode néritique a la cote
303m. A I’Eocéne inférieur, on assiste a une succession de
transgression et de régression qu’on peut mettre en rapport
avec les variations eustatiques mises en évidence a la méme
période en Californie, en Libye et dans le New Jersey (Vail et
al., 1977). La transgression qui débute au Paléoceéne supérieur
atteint son maximum au sommet de 1’Eocéne

inférieur (Yprésien). La biodiversité augmente globalement
par rapport au Paléocéne avec un renouvellement des faunes
marqué par une extinction importante des genres Morozovella,
Pseudohastigerina, Parasubbotina et une diversification
des genres Subbotina et Acarinina. Ce changement de
microfaunes est li¢ a I’installation des eaux tempérées dans
le bassin. La régression qui suit a partir de I’Eocéne moyen
provoque chez les foraminiféres planctoniques la réduction du
nombre d’individus bien que le nombre d’especes augmente
(Fig. 6). A I’Eocéne supeneur la population planctonique
comprend en majorité des especes des genres Turborotalia
et Paragloborotalia associées a quelques especes du genre
Subbotina (S. yeguaensis). Aucune variation significative de
la biodiversité n’est observée durant la seconde transgression
marquée par un HS compris entre 1,2 et 1,4 et un nombre
d’individu inférieur a 20/g (Fig. 6). Les especes du genre
Acarinina s’adaptent mieux aux dépens de ceux du genre
Subbotina. A I’Eocéne moyen (Lutétien), la baisse du niveau
marin entraine une baisse de la biodiversité en relation avec
I”¢lévation de la température des eaux (Thiam, 2014).

Les eaux chaudes persistent jusqu’a I’Eocéne supérieur avant
d’étre remplacées par des eaux plus froides a I’Oligocéne
(Thiam, 2014). Ce refroidissement des températures
s’accompagne d’une extinction massive des foraminiféres
planctoniques. Seules subsistent les espéces des genres
Globoturboturbotalita et Globigerina qui supportent les eaux
froides (Molina et al., 2006 ; Wade et Pearson, 2008).
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Figure 6 : Variation des indices de biodiversité et de pélagisme en
fonction des paléoprofondeurs dans le sondage de Bounkiling.

Conclusion

Dans le bassin  sénégalo-mauritanien, les  analyses
biostratigraphiques (foraminiféres planctoniques) effectuées en
Casamance permettent de dater la série sédimentaire étudiée dans
le sondage de Bounkiling du Paléocéne supérieur a I’Oligocene
inférieur (P4a 02). La lacune entre I’Eocéne moyen et I’Eocéne
supérieur qui a été mise en évidence a I’Ouest (Ly, 1985) a été
confirmée dans ce travail. Les études lithologiques mettent en
évidence une sédimentation détritique au Paléocene et des dépdts
carbonatés a I’Eocéne. [’analyse factorielle des correspondances
redressées permet de suivre la répartition des genres planctoniques
dans les sédiments au cours du temps. Le degré de liaison entre les
variables espéces et échantillons permet de déduire que :

e le Paléocene est caractérisé par les genres Morozovella,
Pseudohastigerina et Parasubbotina dont le maximum de
diversité se situe au cours de la transgression ;

o I’Focéne inférieur est marqué par I’épanouissement des
Subbotina et Acarinina en dépit des fluctuations du niveau
marin. Le développement de ces genres est consécutif a la baisse
de la diversité¢ des genres Morozovella, Pseudohastigerina et
Parasubbotina ;

e I’Eocéne moyen se caractérise surtout par les genres
Turborotalia et Paragloborotalia qui évoluent sous une faible
tranche d’eau ;

* les genres Globoturborotalita et Globigerina caractérisent
I’Eocéne supérieur et la base de 1’Oligocene.

Lanalyse factorielle des correspondances redressées a permis
de minimiser les écarts liés a la grande variabilité taxonomique
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qui pose des problémes dans la délimitation des biozones. Les
résultats obtenus montrent que la méthode permet de réduire
ces problémes taxonomiques et par conséquent les problémes
liés a la biozonation. Par ailleurs, elle pourrait étre utile dans
I’étude des lignages pour les foraminiféres planctoniques. La
présente étude a mis en évidence un renouvellement faunistique
dans le bassin du Paléocéne supérieur a 1’Eocéne supérieur et
ce renouvellement semble étre contrdlé par les fluctuations du
niveau marin et par la température des eaux.

Remerciements

Mes remerciements a [’Agence allemande d’échanges
universitaires qui a entiérement financé les recherches. Ils
s’adressent également au laboratoire de Biostratigraphie de
I’Universit¢ Cheikh Anta Diop de Dakar et au laboratoire de
micropaléontologie de I’'Université Eberhards Karls de Tiibingen.

Références

Benzecri J.P. (1983). Analyse de I’inertie intra classe par 1’analyse
d’un tableau de correspondance. Les Cahiers d’Analyse des
Données, 8, 351-358.

Berggren W.A. and Pearson, PN. (2005). A revised tropical to
subtropical Paleogene planktonic foraminiferal zonation. Journal
of Foraminiferal Research, 35, 279 -298.

CastelainJ. (1965). Apergu stratigraphique et micropaléontologique
du bassin du Sénégal occidental : historique de la découverte
paléontologique. Bur. Rech. Géol. Min. (B.R.G.M), Mém. 32,
Coll. Intern. Micropal., Dakar, 135-161.

Carbonnel G. (1986). Ostracodes tertiaires (Paléogene a
Néogene) du bassin sénégalo-guinéen. Bureau de Recherches
Géologiques et Miniéres, 101, 33-243.

Diop A., Guernet C. and Poignant A. (1982). Microfaune du
Paléocene de quelques sondages du dome du Sénégal occidental
: observations sur les Ostracodes. Geobios, Lyon, 15, 19-31.

Hill M.O. and Gauch Jr. H.G. (1980). Detrended Corespondence
analysis: an improved ordination technique. Vegetation, 42, 47-58.

Liger J. L. (1979). Structure profonde du bassin cotier Sénégalo-
mauritanien interprétation de données gravimétriques et
magnétiques. These 3éme cycle, Marseille St. Jérome, 156p.

LyA.(1985). Le Tertiaire de Casamance (Sénégal) : biostratigraphie
et sédimentologie d’aprés les données de subsurface. Thése
Doctorat, Université d’ Aix-Marseille I11, 215p.

Molina E., Gonzalvo C., Ortiz S. and Cruz L.E. (2000).
Foraminiferal turnover across the FEocene - Oligocene
transition at Fuente Caldera, Southern Spain: no cause - effect

relationship between meteorite impacts and extinctions. Marine
Micropaleontology, 58, 270 -286.

Monciardini C. (1966). La sédimentation éocéne du Sénégal.
Mémoires du Bureau de Recherches Géologiques et Minicres,
Paris, 43, 1- 65.

Murray J.W. (1976). A method of determining proximity of
marginal seas to ocean. Marine Geology, 22, 103-119.

Oxanen J. and Minchin P.R. (1997). Instability of ordination

REV.RAMRES - VOL.09 NUM.02 2021** ISSN 2424-7235

results under changes in input data order: explanation and
remedies. Journal of Vegetation Science, 8, 447- 454.

Prian J.P. (1986). Géologie de la bordure méridionale du golfe
tertiaire de Casamance (Sénégal, Guinée Bissau). Documents du
Bureau de Recherches Géologiques et Minieres, 101, 1-32.

Roger J., Nehlig P,, Serrano O., Barusseau J.P., Duvail C., Sarr R.,
Dabo B., Diagne E. and Sagna R. (2009). Notice explicative des
cartes géologiques a 1/200 000 du Bassin sédimentaire sénégalais.
Projet PASMI, Direction des Mines et de la Géologie, p 121.

SarrR. (1995). Etude biostratigraphique et paléoenvironnementale
des séries d’age Crétacé terminal a Eocéne moyen du Sénégal
occidental. Systématique et migration des ostracodes. Thése de
Doctorat d’Etat és Sciences, Universit¢ Cheikh Anta Diop de
Dakar, 1- 406.

Spengler A., Castelain J., Cauvain J. and Leroy M. (1966). Le
bassin secondaire et tertiaire du Sénégal. Symposium New Dehli
1964, Ass. Ser. Geo. Afr. Dakar, 163-193.

Tessier F. (1952). Contribution a la stratigraphic et a la
paléontologie de la partic Ouest du Sénégal (Crétacé et Tertiaire).
Thése Doctorat €s Sciences, Université de Marseille et Bulletin
de la Direction des Mines de I’Afrique Occidentale Frangaise,
Dakar, 14, 1-570.

Thiam M. (2007). Le Paléogene dans la partie méridionale du
Bassin Sénégalo-mauritanien (Haute Casamance). Mémoire de
DEA, Université Cheikh Anta Diop Dakar, 1-80.

Thiam M. (2013). Eocene-Oligocene planktic foraminifera
of the West African margin in Casamance: biostratigraphy
and paleoecology in Foraminifera: Aspects of Classification,
Stratigraphy, Ecology and Evolution (Ed. Dan Georgescu) Nova
Sciences Publishers, 189-208.

Thiam M. (2014). Etude  biostratigraphique et
paléoenvironnementale du cénozoique de la marge continentale
ouest africaine en Casamance (Sénégal) d’apres les foraminiféres
et les ostracodes. Thése de Doctorat €s Sciences, Université
Cheikh Anta Diop Dakar, 1-207.

Thiam M. and Sarr R. (2014). Etude des paléoenvironnements
du paléocéne au miocéne du bassin sédimentaire sénégalais
(Casamance, Afrique de 1’Ouest) par analyse factorielle des
populations de foraminiferes benthiques. Revue de Paléobiologie,
Geneve, 33 (1), 143-159.

Vail PR., Mitchum R.M. and Thompson S. (1977). Seisrnic
stratigraphy and global changes of sea level, part 4: Global
cycles of relative changes of sea level. American Association of
Petroleum Geologist Memory, 26, 83-97.

Van Morkhoven FPC.M., Berggren W.A. and Edwards
A.S. (1986). Cenozoic Cosmopolitan Deep-water Benthic
Foraminifera. Bulletin des Centres de Recherches Exploration-
Production Elf-Aquitaine, Mémoire 11, 421p.

Wade B.S. and Pearson P.N. (2008). Planktonic foraminiferal
turnover, diversity fluctuations and geochemical signals
across the Eocene/Oligocene boundary in Tanzania. Marine
Micropaleontology, 68, 244 -255.

&



REV. RAMRES - VOL.09 NUM.02. 2021** ISSN 2424-7235 Science de la vie, de la terre et agronomie

An in vitro model to study myelin maintenance using small interfering ribonucleic acid
in cocultures of neurons and Schwann cells.

Adama OUEDRAOGO?, Basile TINDANO? Maurice OUEDRAOGO?, Laurence RICHARD?®, Prisca
LEBEAUP®, Franck STURTZ ® ¢ Jean-Michel VALLAT ® ¢, Benoit FUNALOT " ¢ Balé BAYALA *

Abstract

The synthesis of the myelin sheath by Schwann cells in the peripheral nervous system is controlled by several transcription
factors including Early Growth Response 2 gene (Egr2). This latter factor is also involved in the maintenance of peripheral myelin.
The current study was aimed to set up a new method to study the involvement of various genes in peripheral myelin maintenance.
Modified self-delivery small interfering RNAs (siRNAs) are used to silence candidate genes in vitro, without using transfection
reagents. These siRNAs were used on organotypic cocultures of neurons and Schwann cells contained in dorsal root ganglia (DRG).
DRG were extracted from embryonic rat. Control non-targeting siRNAs tested did not induce significant demyelination in cocultures.
Anti-Egr2 siRNAs down-regulated in vitro their target gene expression by 60%. Furthermore, treatment with anti-Egr2 siRNAs
resulted in abnormalities of the myelin sheaths in cocultures. The current results are in line with previous findings involving Egr2 in
active myelin maintenance, which were obtained using conditional knockout experiments in mice. The results obtained constitute a
proof of concept for the use of self-delivery siRNAs to investigate the molecular mechanisms of myelin maintenance in vitro.

Key words: Dorsal root ganglion, cell culture, Schwann cells, myelin maintenance, small interfering RNAs.

Résumé

Un modéle in vitro pour I’étude de la maintenance myélinique par utilisation de petits acides ribonucléiques interférents
(siRNA) sur des cocultures de neurones et de cellules de Schwann.

La synthése de la gaine de myéline par les cellules de Schwann dans le systéme nerveux périphérique est controlée par
plusieurs facteurs de transcription dont Egr2. Ce dernier facteur est aussi impliqué dans la maintenance de la myéline périphérique.
L’objectif de la présente étude est de développer une nouvelle technique pour étudier I’implication de divers génes dans la maintenance
de la my¢line du systéme nerveux périphérique. De petits ARN interférents (siARN) modifiés ont été utilisés en auto-administration
pour induire in vitro I’extinction de I’expression de génes candidats sans utiliser des réactifs de transfection. Ces siARN ont été
utilisés sur des cocultures organotypiques de neurones et de cellules de Schwann contenus dans des ganglions rachidiens postérieurs
provenant d’embryons de rat. Les siRNA contrdles, sans cibles n’ont pas entrainé de démyélinisation significative des cocultures.
Les siARN anti-Egr2 ont régulé a la baisse 1’expression de leur géne cible a 60% in vitro. En outre, le traitement avec les stARN
anti-Egr2 a provoqué des anomalies des gaines de myéline des cocultures. Ces présents résultats sont en accord avec ceux des
¢tudes antérieures impliquant Egr2 dans la maintenance active de la myéline, qui ont été obtenus en utilisant des expériences KO
(knockout) sur des souris. Les résultats présentés constituent une preuve de concept pour I’utilisation des siARN auto-administrés
pour I’étude des mécanismes moléculaires de la maintenance de la myéline in vitro.

Mots clés : ganglions rachidiens postérieurs, culture cellulaire, cellules de Schwann, maintenance my¢élinique, petits ARN interférents.
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1. Introduction

The coexistence of neurons and glial cells is a specific
characteristic of all higher vertebrate nervous systems.
In peripheral nerves, Schwann cells produce segments of
myelin, a multilamellar lipid-rich membrane that is wrapped
around axons. The main function of myelin is to serve as an
insulator to facilitate signal propagation along axons. The
Egr2 transcription factor is a prime regulator of Schwann
cells myelination. Nerves from Egr2- knockout mice being
hypomyelinated and populated with Schwann cells that fail
to exit the cell cycle (Topilko et al, 1994). Mutations in
Egr2 are found in patients with congenital hypomyelinating
neuropathy, Charcot-Marie-Tooth disease or Dejerine-Sottas
syndrome (Warner et al, 1998; Timmerman et al., 1999).

During the last two decades, many molecular effectors of
peripheral nerve myelination have been identified (Woodhoo
et al., 2009). Egr2 is permanently expressed in myelinating
Schwann cells and is down-regulated after axonal injury.
This phenomenon provokes elimination of myelin sheath,
a process known as Wallerian degeneration (Ghislain and
Charnay, 2006). Consequently, Egr2 expression might be
required for myelin maintenance. Very little knowledge is
available on the maintenance of peripheral myelin (Canu et
al., 2009; Bremer et al., 2011).

Therefore, a new method in the current work is set up to study
the involvement of genes in peripheral myelin maintenance
using small interfering RNAs (siRNAs) to silence target
genes in vitro. For this purpose, “self-delivery” siRNAs
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(Accell siRNA, Dharmacon) is used to silence candidate
genes without using transfection reagents. These modified
siRNAs were previously shown to be able to down-regulate
target genes in vivo after direct injection in skin ([Gonzalez-
Gonzalez et al., 2010; Lara et al., 2012-]). Another siRNA
targeting Kriippel like factor 6 splice variant 1 (KLF6-
SV1) was shown to inhibit ovarian cancer development
after intraperitoneal injection (DiFeo et al, 2009). In the
current study, anti-Egr2 and anti-Dicer siRNAs were used
on cocultures of myelinating Schwann cells and neurons
extracted in DRG from E17 embryonic rat (in vitro model).

2. Materials and methods
2.1. Animal materials

For cocultures of dorsal root ganglia (containing
neurons and Schwann cells), embryos of days 15 to 17
(E15-E17) from adult pregnant female Sprague-Dawley rats
were used. All rats were obtained from DEPRE breeding
center, Saint-Doulchard, France.

Two animals per cage were housed, in a temperature and
humidity-controlled room with 12:12 h light/dark cycle. They
were fed with standard chow and water ad libitum. Adequate
measures were taken to minimize pain and discomfort. The
animals were housed for at least one week before entering
the experiments. All procedures were performed with the
approval of the animal ethics committee of the University of
Limoges (authorization number15-2013-15).

2.2. Methods
2.2.1. Organotypic DRG culture
- Dissection of dorsal root ganglia

The procedure used for dissection is a modification of
the method described by Svenningsen et al. (2003) for the
preparation of neuron-Schwann cell cocultures. A pregnant,
E15 to E17 female Sprague-Dawley rat was anesthetized by
inhalation of isoflurane mixed to O,, which is delivered by an
anesthesia system adapted to rats. The uterus with embryos
(mean number of embryos/ uterus: 12) was extracted under
sterile conditions and placed in 100 mm Petri dish with
cold sterile L15 medium. The embryos were removed and
transferred into a new dish containing cold L15 medium. The
rat was sacrificed by intracardiac injection of 0.5 ml ketamine
at 10 mg/ml (PANPHARMA). In each embryo, the spinal
cord was removed under a dissecting microscope (Leica MZ
6) and the DRG were cut one by one using microscissors and
transferred to an eppendorf tube containing 1 ml cold L15
medium. All embryos extracted from uterus were dissected.

- Dissociation and plating

The dissociation of embryonic Dorsal Roots Ganglia
(DRG) was performed using the method described by
Sveninngsen et al. (2003). All DRG were dissociated in 0.25%
trypsin in L-15 medium at 37°C for 15 min. The dissociation
was realized mechanically through a plastic Pasteur pipette. The
step of DRG dissociation give an important cluster of isolated
cells. Afterwards, the cells were pelleted and resuspended
in Neurobasal medium (Gibco) containing 2% of B27
(Gibco),0.3% of glutamax (Gibco), 100 ng/ml of nerve growth
factor (Beckton-Dickinson) and 1% of penicillin-streptomycin
(Invitrogen). This medium was prepared in advance and
frozen in aliquots to feed the cultures. The cells were plated on
Matrigel (1:3) coated 12-well plates (Thermo Fischer Scientific
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Nunc A/S) at 1-5.10* cells/ ml and incubated at 37°C with 5%
CO, and 90% humidity. Seven days after plating, 50 pg/ml
of ascorbic acid (Sigma) was added to the medium to trigger
myelination by the endogenous Schwann cells. Medium was
changed every two days.

- Treatment of organotypic cultures with self-delivery
SIRNAs

Pools of modified self-delivery Accell siRNAs (Thermo
scientific Dharmacon) diluted at 1pM in culture medium
were used. No ascorbic acid was added to the culture medium
during the siRNA treatment to avoid stimulating myelination
during the experiment. Each pool of Accell siRNAs contains
4 different short sequences targeting the same mRNA (Table
1). Non-targeting (NT) Accell siRNAs were used as control.
The cocultures were treated at 1 uM for each pool of siRNAs
(following the manufacturer instructions) for three days, five
days and one week, respectively. The medium was changed
on day 3 (with new siRNAs added) in the case of a five-day
treatment and on day 5 in the case of a one-week treatment.

Table 1. Oligonucleotide primers used for RT-qPCR

Dicer | Sequence T 55CCCCUAUCGUGAAAUUAUG 3'(13546.4 g/mol)
Sequence 2 55SCCAGGAUCCACAAAACGAA 3" (13514.0 g/mol)
Sequence 3 5’UGAUCAGCCUCAUCGAUUU 3" (13572.2 g/mol)
Sequence 4 5GUCUGAAGCUCGUAUAGGC 3" (13566.6 g/mol)

Egr2 | Sequence I 5CCAGAAGGCAUCAUCAAUA 3" (13510.8 g/mol)

Sequence 2 SSCUGACUUGUUUGGUUAUUA 37 (13546.3 g/mol)
Sequence 3 5" GGUUUAAGUAUGGCUGUAU 3'(13535.2 g/mol)
Sequence 4 5" CCAGUAACUCUCAGUGGUU 3" (13561.4 g/mol)

—  Relative quantification of mRNA by RT-qPCR in
cocultures

For real-time PCR, total RNA was extracted using
the RNeasy mini kit (Qiagen). Extraction was carried out
according to the protocol recommended by the kit supplier.
The concentration and purity of total RNA were measured
using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Labtech).
The reverse transcription was performed using Quantitect
reverse transcription kit (Qiagen) according to the supplier
protocol. The quantification was carried out in a Rotor- Gene
6000 apparatus (Corbett Life Science, series software 1.7)
in a final volume of 25 pl, with 12.5 pl of 2x Rotor-Gene
SYBR Green PCR master mix (Qiagen), 1uM of forward
primer and reverse primer, 2 pl of template cDNA (<100 ng/
reaction), completed with RNease-free water. Quantification
was performed according to the supplier recommendations.

Gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) and
Hprt (Hypoxanthine Phosphoribosyl

Transferase) were used as reference genes. The primers used
for RT-qgPCR are mentioned in table 2.

Table2. Self-delivery siRNA nucleotide sequences

Gapdh Forward primer TGCACCACCAACTGCTTAG
Reverse primer GGATGCAGGGATGATGTT

Hprt Forward primer CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC
ReverseprimerGCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

Egr2 Forward primer CAGTACCCTGGTGCCAGCTG
Reverse primer TGTGGATCTCTCTGGCACGG

Dicer Forward primer GAGTCTCTTGCTGGTGCCAT
Reverse primer CGCCTGTGAGTCTGGAAGC
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- Immunostaining of cocultures

The cocultures were fixed with 4% paraformaldehyde in
phosphate-buffer saline (PBS) for 15 min at room temperature.
They were rinsed with PBS 3x5 min and permeabilized with
0.5% triton x-100 in PBS for 5 min. The saturation was carried
out with 3% bovine serum albumin (BSA) in PBS for 30
min. A mouse monoclonal anti-myelin basic protein (MBP)
antibody (clone SMI-94, Covance) diluted at 1:1000 in 1.5%
BSA was added and incubated overnight at 4°C. Cells were
rinsed with PBS 3x5 min and a secondary goat anti-mouse
antibody conjugated to Alexa 488 (Invitrogen) diluted 1:500
was added for 2 hours at room temperature and rinsed 3x5 min.
Cultures were treated with Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich,
France) diluted at 1:5000 in PBS for 5 min; finally rinsed 3x5
min with PBS and examined under an inverted fluorescence
microscope (Leica DM IRB).

2.2.2. Statistical analysis

The relative mRNA expression was calculated using the
conventional delta-delta Ct method (LivaketSchmittgen 2001).
Student t-test was used to analyze the results. GraphPad Prism was
used to present the results as graphs with standard error bars. Each
value was expressed as mean + s.e.m (standard error of the mean).
Values of p< 0.05 were considered as statistically significant.

3. Results
3.1. Effect of self-delivery siRNAs on Egr2 expression in vitro

To determine whether self-delivery siRNAs were able
to down-regulate Egr2 mRNA in cocultures of DRG neurons and
Schwann cells, cultured cells were incubated with Accell SiRNAs
diluted at 1 uM in culture medium. Control cultures receiving
no siRNAs, non-targeting siRNAs and cultures receiving anti-
Egr2 siRNAs were treated simultaneously. Quantification of
Egr2 expression after treatment with anti-Egr2 siRNAs showed

a significant

Decrease (63%) of Egr2 expression relative to GAPDH. By
contrast, treatment with non-targeting siRNAs (NT-siRNA) did
not induce significant changes in Egr2 mRNA expression (Fig.1).

p<0.05

n
-g:: 1.5 p<0.05
w -
<_: & p=N.S.
z E | ——
14 o
5 55
o
m el
=4 - ]
'§ E 0.5 -1
2
£
(=] 0.0' T T
= \'gg v g

£ £ £

® S @é"
&
2

Fig. 1: Real-Time qPCR quantification of Egr2 expression
three days after treatment with self-delivery siRNAs.

@

Science de la vie, de la terre et agronomie

Using Hprt, another stable reference gene, as an internal control
resulted in very similar

results. For this latter treatment, data were not shown.

The level of expression of Egr2 (relative to GAPDH) was
normalized to the mean expression level in the absence of
siRNAs.

- Effect of siRNAs targeting Egr2 on myelin
maintenance in vitro

To detect the effect of anti-Egr2 siRNAs on myelin
maintenance in vitro, MBP immunostaining on cocultures
was performed at various times after siRNA treatment (3
days, 5 days and one week). Cocultures treated with anti-Egr2
siRNAs showed moderate signs of demyelination at day 3,
manifesting as an irregular and weaker MBP immunostaining
in myelinated fibers (Fig. 2 A-B).

.

Fig. 2: Effect of siRNAs on myelin sheath in neuron-Schwann
cell cocultures: cocultures treated with anti Egr2 siRNAs (A, B)
and cocultures treated with non-targeting siRNAs (C, D).

Treatment of cocultures during 5 or 7 days with anti-Egr2
siRNAs did not result in more marked areas of demyelination
(data not shown). Treatment with non-targeting siRNAs (Fig. 2 C-D)
did not result in any significant demyelination.

In particular, anti-Egr2 siRNA did not induce a diffuse and
massivedemyelination, as can be observed with some chemical
demyelinating agents such as lysophosphatidylcholine [250
ug/ml for 15 hours] (Fig 3A). The myelin sheath control
which was not treated with lysophosphatidylcholine did not
show signs of demyelination (Fig. 3B).

-

Fig. 3: Effect of lysophosphatidylcholine (LPC) on myelin sheath
in neuron-Schwann cell cocultures: cocultures treated with LPC
(A) and cocultures which did not treat with LPC (B)
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- Effect of siRNAs targeting Dicer on gene
expression and myelin maintenance

Treatment of neurons and Schwann cells cocultures with
anti-Dicer siRNAs was associated with 72% reduction of
Dicer mRNA relative to control (Fig. 4).
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Fig. 4: Quantification of Dicer mRNA expression three
days after treatment with self-delivery siRNAs in neuron-
Schwann cell cocultures.

Patterns of demyelination were not significantly different
from those observed with anti-Egr2 siRNAs. These last
results demonstrate that expression of Dicer is necessary for
peripheral myelin maintenance in vitro.

The level of expression of Dicer mRNA (relative to GAPDH)
was normalized to the mean expression level in the absence
of siRNAs.

4. Discussion

Egr2 is a key regulator of the peripheral nervous
system myelination. It is activated in Schwann cells after
axonal contact, before myelination and then drives peripheral
nerve myelination (Murphy et al., 1996; Topilko et al., 1997).
In the peripheral nerve, Egr2 is expressed in myelinating
Schwann cells but remains expressed at high levels throughout
life, which led to the hypothesis that Egr2 could also be
involved in peripheral myelin maintenance. In experiments
using inducible knockout of the Egr2 gene in mouse sciatic
nerves (Cre-Lox excision of the Egr2 gene using estrogen
receptor-induced Cre expression), Decker et al. (2006)
showed that focal excision of the Egr2 gene after injection of
hydroxytamoxiphen resulted in active demyelination in the
injected area. This suggested that Egr2 constant expression
in the peripheral nervous system is required for peripheral
myelin maintenance. In the absence of Egr2 gene expression,
a specific program of dedifferentiation would be engaged,
leading to active myelin destruction. One possible mechanism
for this active demyelination would be the reactivation of
Egr2-silenced genes involved in maintaining the immature
stage of Schwann cells (Decker et al., 2006).

The advantage of self-delivery siRNAs was their efficiency for
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in vitro inactivation of target genes. Through this, it has been
confirmed that Egr2 silencing results in active demyelination
in the absence of non-specific effect of the siRNAs (no
significant demyelination after treatment with non-targeting
siRNAs). The current study, which uses a completely
different technique, confirms the findings of Decker et al.
(2006), suggesting that peripheral myelin maintenance is a
dynamic phenomenon requiring constant expression of Egr2
in the peripheral nervous system.

The siRNA induced demyelination could also constitute a
clever model of demyelination, because chemically-induced
PNS demyelination also results in significant axonal injury
because of non-specific toxic effect of the chemical agents (as
is the case with lyso-phosphatidyl-choline).

Finally, the involvement in peripheral myelin maintenance
of microRNA-processing enzyme Dicer was tested. It was
previously shown that Dicer inactivation results in defective
peripheral nerve myelination (Pereira et al., 2010). This led
to speculate that the persistent expression of Dicer mRNA
in the peripheral nerves (which is mostly attributable to
its expression by Schwann cells) could also be necessary
for adequate peripheral myelin maintenance. The down-
regulation of target mRNA in cell cultures by anti-Dicer
siRNAs was showed.

Contrary, with Egr2 which is only expressed by Schwann cells
in the peripheral nervous system, it cannot be rule out that
anti-Dicer siRNAs could also target Dicer in neurons, which
could indirectly contribute to the observed demyelination
through perturbed axon-Schwann cell interactions.

A question regarding the relatively moderate demyelinating
effect of anti-Egr2 siRNAs in cocultures of DRG neurons
and Schwann cells remains. The down-regulation of Egr2 in
cocultures of neurons and Schwann cells did not result in a
complete demyelination but rather in a partial demyelinating
effect, the myelin sheaths appearing as irregular and less
intensely stained by anti-MBP antibodies. Over the course of
time, new axons continue to develop from cultured neurons
and new myelin sheaths are formed, which may represent a
protracted myelination process rather than the maintenance
of stable myelin sheaths. In addition, the level of inhibition of
Egr2 in these cocultures (about two thirds of basal level) could
be insufficient to impair myelin maintenance in the absence
of “adjuvant” demyelinating agents, such as macrophages
which contribute to demyelination in peripheral nerves.

5. Conclusion

The results obtained confirm the central role of
Egr2 constant expression in peripheral myelin maintenance
and demonstrate that Dicer expression is required for
myelin maintenance. These results also constitute a proof of
concept for the use of self-delivery siRNAs to investigate the
molecular mechanisms of myelin maintenance in vitro and
suggest that this simple technique could be a versatile means
to induce a gene-driven demyelination.

Acknowledgements

Our thanks go to the University of Limoges and the Limousin
region for hosting and funding this research work.

o




REV. RAMRES - VOL.09 NUM.02. 2021** ISSN 2424-7235

Bibliographic References

Bremer J., Baumann F., Tiberi C., Wessig C., Fischer H.,
Schwarz P., Steele A.D., Toyka K.V., Nave K.A., Weis J.
and Aguzzi A. (2010). Axonal prion protein is required for
peripheral myelin maintenance. Nature Neuroscience, 13,
310-318. doi: 10.1038/nn.2483

Bremer M., Frob F., Kichko T., Reeh P., Tamm E.R., Suter U.
and Wegner M. (2011). Sox10 is required for Schwann-cell
homeostasis and myelin maintenance in the adult peripheral
nerve. GLIA, 59, 1022-1032. doi: 10.1002/glia.21173

Bremer J., O’Connor T., Tiberi C., Rehrauer H., Weis J.
and Aguzzi A. (2010). Ablation of Dicer from Murine
Schwann Cells Increases Their Proliferation while Blocking
Myelination. PLoS One, 5, ¢12450. doi: 10.1371/journal.
pone.0012450

Canu M.H., Carnaud M., Picquet F. and Goutebroze L.
(2009). Activity-dependent regulation of myelin maintenance
in the adult rat. Brain Research, 1252, 45-51. https://doi.
org/10.1016/j.brainres.2008.10.079

Decker L., Desmarquet-Trin-Dinh C., Taillebourg E.,
Ghislain J., Vallat J.M. and Charnay P. (2006). Peripheral
Myelin Maintenance Is a Dynamic process requiring Constant
Krox20 Expression. Journal of Neuroscience, 26, 9771-9779.
https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.0716-06.2006

DiFeo A., Huang F., Sangodkar J., Terzo E.A., Leake D.,
Narla G. and Martignetti J.A. (2009). KLF6-SV1 Is a Novel
Antiapoptotic Protein That Targets the BH3- Only Protein
NOXA for Degradation and Whose Inhibition Extends
Survival in an Ovarian Cancer Model. Cancer Research, 69,
4733-4741. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-08-4282

Ghislain J. and Charnay P. (2006). Control of myelination in
Schwann cells: a Krox20 cis regulatory element integrates
Oct6, Brn2 and Sox10 activities. EMBO Reports, 7, 52-58.
doi: 10.1038/sj.embor.7400573

Gonzalez-Gonzalez E., Speaker T.J., Hickerson R.P., Spitler
R., Flores M.A., Leake D., Contag C.H. and Kaspar R.L.
(2010). Silencing of Reporter Gene Expression in Skin Using
siRNAs and Expression of Plasmid DNA Delivered by a
Soluble Protrusion Array Device (PAD). Molecular Therapy,
18, 1667-1674.

Hickerson R.P., Flores M.A., Leake D., Lara M.F., Contag
C.H., Leachman S.A. and Kaspar R.L. (2011). Use of
Self-Delivery siRNAs to Inhibit Gene Expression in
an Organotypic Pachyonychia Congenita. Journal of
Investigative Dermatology, 131, 1037-1044. https://doi.
org/10.1038/jid.2010.426

Lara M.F., Gonzalez-Gonzalez E., Speaker T.J., Hickerson
R.P, Leake D., Milstone L.M., Contag C.H. and Kaspar
R.L. (2012). Inhibition of CD44 Gene Expression in Human
Skin Models, Using Self-Delivery Short Interfering RNA
Administered by Dissolvable Microneedle Arrays. Human
Gene Therapy, 23, 816-823. doi: 10.1089/hum.2011.211

Livak K.J. and Schmittgen T.D. (2001). Analysis of Relative
Gene Expression Data using

Real- Time Quantitative PCR and the 2DDCT Method.
Methods, 25, 402-408. https://doi.org/10.1006/
meth.2001.1262

Science de la vie, de la terre et agronomie

Murphy P., Topilko P., Schneider-Maunoury S., Seitanidou
T., Baron-Van Evercooren A. and Charnay P. (1996). The
regulation of Krox-20 expression reveals important steps in
the control of peripheral glial cell development. Development,
122,2847-2857. https://doi.org/10.1242/dev.122.9.2847

Ozcelik M., Cotter L., Jacob C., Pereira J.A., Relvas J., Suter
U. and Tricaud N. (2010). Pals1 Is a Major Regulator of the
Epithelial-Like Polarization and the Extension of the Myelin

Sheath in Peripheral Nerves. Journal of Neuroscience, 30,
4120-4131. doi: 10.1523/INEUROSCI.5185-09.2010

Pereira J.A., Baumann R., Norrmén C., Somandin C.,
Miehe M., Jacob C., Lihmann T., Hall-Bozic H., Mantei
N., Meijer D. and Suter U. (2010). Dicer in Schwann cells
is required for myelination and axonal integrity. Journal
of Neuroscience, 30, 6763-6775. https://doi.org/10.1523/
JNEUROSCI.0801-10.2010

Svenningsen A.F., Shan W.S., Colman D.R. and Pedraza L.
(2003). Rapid Method for Culturing Embryonic Neuron—
Glial Cell Cocultures. Journal of Neuroscience Research, 72,
565-573. doi: 10.1002/jnr.10610

Timmerman V., De Jonghe P., Ceuterick C., De Vriendt E.,
Lofgren A., Nelis E., Warner L.E., Lupski J.R., Martin J.J.
and Van Broeckhoven C. (1999). Novel missense mutation
in the early growth response 2 gene associated with Dejerine-
Sottas syndrome phenotype. Neurology, 52, 1827—-1832. doi:
10.1212/wnl.52.9.1827

Topilko P., Schneider-Maunoury S., Levi G., Baron-Van
Evercooren A., Chennoufi A.B., Seitanidou T., Babinet C.
and Charnay P. (1994). Krox-20 controls myelination in
the peripheral nervous system. Nature, 371, 796 —799. doi:
10.1038/3717962a0

Topilko P., Levi G., Merlo G., Mantero S., Desmarquet C.,
Mancardi G. and Charnay P. (1997). Differential regulation of
the zinc finger genes Krox-20 and Krox-24 (Egr-1) suggests
antagonistic roles in Schwann cells. Journal of Neuroscience
Research, 50, 702—712. https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-
4547(19971201)50:5<702::AID-JNR7>3.0.CO;2-L

Verrier J.D., Semple-Rowland S., Madorsky I., Papin J.E. and
Notterpek L. (2010). Reduction of Dicer Impairs Schwann
Cell Differentiation and Myelination. Journal of Neuroscience
Research, 88, 2558-2568. https://doi.org/10.1002/jnr.22418

Warner L.E., Mancias P., Butler 1.J., McDonald C.M.,
Keppen L., Koob K.G. and Lupski J.R. (1998). Mutations in
the early growth response 2 (EGR2) gene are associated with
hereditary myelinopathies. Nature Genetics, 18, 382-384.
doi: 10.1038/ng0498-382

Woodhoo A., Alonso M.B., Droggiti A., Turmaine M.,
D’Antonio M., Parkinson D.B., Wilton D.K., Al-Shawi R.,
Simons P., Shen J., Guillemot F., Radtke F., Meijer D., Feltri
M.L., Wrabetz L., Mirsky R. and Jessen K.R. (2009). Notch
controls embryonic Schwann cell differentiation, postnatal
myelination and adult plasticity. Nature Neuroscience, 12,
839-847. doi: 10.138/nn.2323

Yun B., Anderegg A., Menichella D., Wrabetz L., Feltri M.L.
and Awatramani R. (2010). MicroRNA-Deficient Schwann
Cells Display Congenital Hypomyelination. Journal of
Neuroscience, 30, 7722-7728. https://doi.org/10.1523/
JNEUROSCI.0876-10.2010

&



Science de la vie, de la terre et agronomie REV. RAMRES - VOL.09 NUM.02 2021%* ISSN 2424-7235

Caractérisation morphologique, pathologique et moléculaire des isolats de phytophthora sp

responsable de la pourriture brune des cabosses de cacaoyer en cote d’ivoire

FOFANA Balakissa', CAMARA Braima!, TUO Seydou!, SILUE Nakpalo', AMARI Ler-N’ogn Dadé Georges
Elisée! KONE Daouda', ZOUZOU Michel'

Abstract

Black pod rot, caused by the fungus Phytophthora sp. remains the most important and most damaging cocoa pod disease in Cote
d'Ivoire with an estimated loss of production of between 30 and 40%. This work is part of the morphological and molecular
characterization of strains of Phytophthora sp and the pathogenicity test of these strains. After purification and morphological
characterization of the isolates, diagnostic and sequencing PCRs were performed with the primers P. palmivora, P. megakarya,
ITS4 and ITS5 for the identification of the isolates. The sex sign of the isolates was identified. Finally, a pathogenicity test was
performed with these identified isolates. The results of the PCR showed that the isolates from the south-eastern region of Cdte
d'Ivoire are Phytophtora palmivora mating type A2. Sequencing also showed that these isolates were 100% similar to the species P
palmivora. The pathogenicity of the P. palmivora strains tested on the leaves of cocoa clones showed a significant difference in the
level of aggressiveness between the strains and the clones. Average aggressiveness scores ranged from 2.20 to 3.37 between strains
of P. palmivora and from 2.03 to 3.87 in cocoa clones.

Keywords : Cocoa trees, PCR, Phytophthora spp, Black pod rot, pathogenicity, Sequencing

Résumé

La pourriture brune, causée par le champignon Phytophthora sp., demeure la maladie des cabosses de cacaoyers la plus importante
et la plus dommageable en Cote d’Ivoire, avec une perte de production estimée entre 30 et 40 %. Des études pour la caractérisation
morphologique et moléculaire des souches de Phytophthora sp et du test de leur pouvoir pathogéne a été entreprise. Treize isolats
ont été identifiés sur cinquante au cours de cette étude. Aprés purification et caractérisation morphologique des isolats, des PCR
de diagnostic et de séquencage ont été réalisées avec les amorces P. palmivora, P. megakarya, 1TS4 et ITSS pour I’identification
des isolats. Le test du pouvoir pathogéne des souches de P. palmivora sur feuilles de clones de cacaoyers a montré une différence
significative du niveau d’agressivité entre les souches et les clones, avec des notes moyennes d’agressivité variant de 2,20 a 3,37
entre les souches de P. palmivora et de 2,03 a 3,87 entre les clones de cacaoyers. Les résultats des PCR ont montré que les isolats
issus de la région Sud-Est de la Cote d’Ivoire sont des Phytophtora palmivora de type sexuel A2. Le séquengage a montré que ces
isolats étaient similaires a 100 % a I’espéce P. palmivora.

Mots clés : Cacaoyers, PCR, Phytophthora spp., pourriture brune, pouvoir pathogeéne, Séquencage
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Introduction 2017). Les especes impliquées dans la pourriture des cabosses
en Cote d’Ivoire, sont Phytophthora palmivora et de plus en plus
Phytophthora megakarya. Toutefois, P. megakarya est1’espece la
plus agressive avec des pertes de production allant de 80 a 100 %
(Nyass¢ et al., 1995 ; Pohe, 2013). Face a cette menace, plusieurs
stratégies de lutte ont ét¢ menées a savoir, la lutte génétique
(utilisation de variétés résistantes a P palmivora non durable en
générale), les pratiques culturales (les récoltes sanitaires, la taille,
etc. ), la lutte chimique (utilisation de fongicides de synthése) et

Le cacaoyer (Theobroma cacao L.) appartient a la famille des
Malvaceae. C’est une des plantes les plus importantes des
systémes agroforestiers tropicaux (Motamayor et al., 2008). 11
est cultivé pour ses féves qui sont utilisées en chocolaterie, en
cosmétique, en pharmacie etc (Barrel, 2009). La production
mondiale est estimée a 4,726 millions de tonnes dont 76,1 %
provenant de I’ Afrique et la Cote d’Ivoire, premier producteur

mondial depuis 1970, a foumni a elle seule 2,150 millions de N St .
’ o . la lutte biologique avec I"utilisation d’antagonistes naturels et des
tonnes en 2020/2021 (ICCO, 2021). Toutefois, la production de plantes a effets pesticides ( Mpika et al., 2000 ; Pohé etal., 2013 ;

feve est menacce par les effets conjugués des facteurs biotiques . 4 ot 47, 2015 ; Ngoh et al., 2015).Cependant, Iutilisation
o ablonqgeg (Jagoret, Ba_stlde ¢t Deheuvels, 2014). Parmi lgs des produits chimiques de synthése demeure la plus pratiquée.
facteturs bl(?thuels’ lalpoqrrlmrrenlartunel deslcab(?sses dest latrrllalaihe Pendant des décennies en effet, les fongicides chimiques ont
Zgyrﬁrgiarer:gﬁ © d:nI; 11: Hrg(r))r(l) e na\e/’ecaﬁllels reerrt)gn d:e fo d{alcrt)i;lrsl fait leur preuve a travers le cqntréle de la pourriture brune des
estiméegé 30 voire 60 % (Akaza M et al 2pO 09 Be P ot Cilas cabosses au champ et ont permis aux producteurs d’accroitre leur
1994 - Kébé B.L. 1999 ‘f[ 1 et al.. 2000 E, Crfi' I'vo > revenu. Pour autant, ce moyen de lutte s’avere onéreux et néfaste
ol la’ prtz)(leucti(;;l ot aetssirpéoe rrf;j?)fftairerrl)t;ntnpa? Tes ;)/t?tlirt: sur I’environnement, la biodiversité et la santé de ’homme, d’ou
e o . I'urgence de recherche de méthodes alternatives. Cette dernicre
E;Oii?;uzigéesuzggiﬁ?gf dt;aergnelf(l)%s 3‘1V ggg IIl(tg/%t;ettlmec:elri pourrait é}:re I'utilisation des planteg a effets pesﬁcides, associée
’ d ’ a la lutte intégrée. Il va donc sans dire que la maitrise des doses

abretusscelr souzl 11t11ﬂuenct{cn(11§ la potlrlrgt(l)lri zgu;}e des cabf[)siteg. Iafs d’application de ces biofongicides est primordiale et impose au
PETes de procuction estimees entre = 0, PEUVENLANCINATE w7 lable une connaissance parfaite de 1'identité des especes de

60 % en absence de protection phytosanitaire (Coulibaly et al., Phytophthora spp. En Cote d’Ivoire, trés peu d’étude la
{23 )
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caractérisation moléculaire de Phytophthora spp ont été réalisées
malgré I’existence de technique fiable. C’est pour ces raisons,
que cette étude s’inscrit dans le cadre de la caractérisation
morphologique et moléculaire des isolats de Phytophthora spp a
partir de marqueurs moléculaires ITS4 et ITS5 et du test de leur
pouvoir pathogene.

Matériel et Méthodes

L’objectif principal de cette étude réside essentiellement dans
I’identification morphologique, pathologique et moléculaire
des souches isolées sur les cabosses de cacaoyer. Telle que
formulée, cette quéte nous a donc logiquement conduit a faire
des tests pathologiques, des extractions d’ADN, des PRC
de diagnostic avec des amorces spécifiques P palmivora
et P megakarya dune part pour identifier 1’espece de
Phytophthora spp collectée en Cote d’Ivoire et d’autre part,
une PCR de séquengage avec des amorces ITS4 et ITSS pour
identifier les espéces de nos champignons pathogeénes. A
terme, 1’identification des souches s’avérera étre une étape
décisive dans la suite de nos travaux de thése en I’occurrence
pour le choix de produits biologiques formulés (mais aussi,
les doses et la fréquence d’application adéquate) comme
moyens de lutte alternative efficace et écologique contre la
pourriture brune des cabosses de cacaoyer au champ.

Zone d’échantillonnage

Les échantillonnages ont été réalisés principalement dans
sept localités de la région de 1I’Agnéby-Tiassa : Agboville,
Grand Mori¢, Rubino, Céchi, Loviguié¢, Oress-Krobou et
Azaguié. Cette région est située dans le Sud forestier de la
Cote d’Ivoire (6°Nord - 4°Ouest). C’est une zone humide
dont I’altitude varie entre 0 et 200 m avec une pluviométrie
annuelle comprise entre 1400 et 2500 mm et une température
moyenne de 29° C. Le sol est argileux et de type ferralitique
faiblement désaturé. Les plantations sont vieillissantes de
tradition en plein soleil et caractérisées par une forte pression
de la pourriture brune des cabosses (Halle et Bruzon en 2006).

Matériel végétal

Dans cette étude, le pouvoir pathogene a été testé sur 11 clones
de cacaoyer qui présentent différents niveaux de résistance
aux Phytophthora spp: (clonel), clone2 (serre expérimentale
du Cirad), le ATP120 (Papouaisie Nouvelle Guinée), GU230
B, GU230 C (Guyanais), VEN4.4, VEN4.2 (Venezuela),
EPLA40 B, PINA, GF23 et GUI38 A (Guyanais Frangais).

Matériel fongique pathogéne

Le matériel fongique pathogéne était constitué de 14 isolats de
P, palmivora isolés sur cabosses infectées dans les plantations
villageoises en Cote d’Ivoire (Tableau 1).

Tableau 1 : Dosage de ’ADN
Numéro des souches %uélntité d’ADN (ng/ul)

AZAP34

AZAP40 429
RUBP3 329
LOVP47 249
AZAP46 492
LOVP30 313
CECP4 368
GRMP38 378
AGBP48 368
AZAP37 200
AGBP25 416
CECP7 418
AZAP32 358
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Méthodologie

Echantillonnage, isolement et purification des isolats de
Phytophthora spp.

Echantillonnage : 1l a été fait en Juin-Juillet 2017 puis en
Septembre-Octobre 2018 dans les sept localités de la région
d’Agnéby-Tiassa. Dans chacune des sept localités, trois
cabosses vertes immatures atteintes de pourriture brune ont été
prélevées dans cinq champs, soit au total 210 échantillons. Les
coordonnées géographiques de chaque site ont été relevées.

Isolement :

L’agent pathogene (Phytophthora spp.) a été isolé sur un
milieu de culture eau gélosée a 11 %. La cabosse infectée
est lavée a ’eau de robinet. La partie nécrosée est nettoyée
avec ’alcool a 90 %. Ensuite, un fragment de forme cubique
est prélevé au front de croissance de la pourriture c’est-a-
dire entre la partie de cabosse infestée et la partie saine.
Trois fragments ont ét¢ alors placés sur le milieu de culture,
puis incubés a 26 °C a I’obscurité¢ pendant 4 jours. Apres la
formation du thalle, un fragment mycélien est prélevé sur
le front de croissance et placé sur le milieu de culture petit-
pois gélosé (Huguenin et Boccas, 1971) pour la purification
de la souche. Apres isolement 50 isolats ont été transférés a
Montpellier pour caractérisation moléculaire. Seulement 13
souches de Phytophthora spp ont été caractérisées a cause de
la non spécificit¢ du marqueur moléculaire.

Culture monozoospore des isolats de Phytophthora spp.

Les isolats ont ét¢ cultivés sur un milieu V8 agar. L’incubation
a ¢te effectuée dans 1’obscurité totale a 26 °C pendant 4
jours et les boites de Pétri ont ensuite été exposées a une
photopériode de 12 heures pendant 7 jours pour induire la
formation de sporocystes. Afin de provoquer la libération
des zoospores par des sporocystes miires, les cultures ont été
inondées chacune de 10 ml d’eau distillée stérile et placées
au réfrigérateur (4 °C) pendant 15 minutes. Les cultures ont
ensuite été ramenées a la température ambiante du laboratoire
(26 °C) pendant 2 heures. La suspension de zoospores
obtenue a €été comptée avec une cellule de Malassez. La
concentration de 50 a 60 zoospores ml' a été obtenue par
dilution successive d’une partie aliquote dans laquelle les
zoospores ¢taient immobilisées par deux gouttes d’acide
chlorhydrique a 10 %. Cent microlitres de la suspension
ont été étalés sur un milieu d’agar dilué a ’eau a 1,5 % a
I’aide d’une tige de verre courbée, préalablement flammée
et refroidie dans de I’eau distillée stérile. L’incubation a
été effectuée a ’obscurité a 26 °C pendant 12 a 24 heures.
Apres incubation, les zoospores germées ont été collectées
individuellement sous une loupe binoculaire avec une aiguille
a micropointe stérile, puis ensemencées dans un milieu de
culture de carotte gélosé a raison de trois mono-zoospores par
isolat. Apres 7 jours d’incubation dans 1’obscurité a 26 °C, le
faciés des fils identique au facies parental a ét¢ sélectionné
pour des études ultérieures.

Caractéristiques morphologiques de Phytophthora spp
Détermination du signe sexuel

La détermination du signe sexuel des isolats de Phytophthora
spp., a ét¢ faite dans le but d’identifier la distribution des
signes sexuels dans les différentes parcelles prospectées.
Elle a été réalisée sur un milieu de culture carotte gélosé. Le
procédé consistait a mettre en confrontation deux isolats de
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Phytophthora spp purifiés dans une méme boite de Pétri.
Les isolats ont été séparés de 6 cm. Les cultures ont ensuite
¢t¢ incubées a I’obscurité pendant 10 jours a 25 °C. L'un des
isolats, de signe sexuel était inconnu provenant de la Cote
d’Ivoire, est mis en confrontation avec 1’un ou I’autre des deux
isolats de la collection du CIRAD, NS269 qui est une souche
de P. megakarya de type sexuel Al provenant du Cameroun et
Tril de type sexuel A2, provenant de Trinidad et Tobago. Les
observations au microscope optique ont porté sur la présence
ou I’absence d’oospores en rapport avec le type de signe sexuel.

Caractéristiques moléculaires de Phytophthora spp.
Mise en culture, extraction et dosage de ’ADN

Les isolats ont été transférés au laboratoire du CIRAD en
France pour analyse. Les extractions d’ADN ont été menées
en suivant les étapes fournies dans le protocole d’extraction
d’ADN version CTAB (Cétyl trimétylammonium bromide)
décrit par Murray & Thompson (1980), Chandellier (1995)
et Vroh Bi et al. (1996). ADN génomique total obtenu a
été dilué a I’eau distillée pour I’amplification par PCR. Les
différentes étapes pour l’extraction sont les suivantes: la
digestion de la paroi par le tampon de digestion, I’extralyse,
la lyse des cellules par le cétyl triméthylammonium bromide
(CTAB), la purification par le CIAA, la précipitation par
I’isopropanol, le lavage avec 1’éthanol et la récupération de
I’ ADN dans I’eau distillée. L ADN obtenu a été dos¢ a ’aide
d’un Nanodrop 2000.

La réaction en chaine par polymérase (PCR) de PADN

Apres dosage, un volume Vx d’ADN de la solution mére a été
prélevé dans chaque échantillon pour constituer des aliquotes
concentrés a 20 ng/ul dans les tubes Eppendorf (par exemple
préparer les solutions d’ADN de 20 ng/ul, une plaque = 100
¢échantillons, 3 pl/PCR). Le volume Vx d’ADN a prélever
dépend de la concentration obtenue apres dosage.

Deux PCR ont été réalisées au cours de cette étude. La premicre
avec les amorces ITS 5F GGAAGTAAAAGTAACAAGG ;
MEG_651R CCATAGCAGGGAAAAACGCC; et
PALM _651R ACCACAGCTGAAGAAATATT pour le
diagnostic de P. palmivora et P. megakarya et 1a seconde avec
les amorces ITS5-F GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG et
ITS4-R TCCTCCGCTTATTGATATGC pour le séquengage
des souches de P. pamivora, les amorces marquées (Forward),
a 10 nmol et fournies sous forme lyophilisée ont été diluées
comme décrit par White et al., 1990, Cooke and Duncan,
1997; Cooke et al. 2000). Les PCR ont été réalisées dans un
volume réactionnel de 40. Le méme Mix a été réalisé¢ pour le
diagnostic de P. palmivora et P. megakarya avec cette fois un
volume réactionnel de 25 ul. L’amplification a été réalisée a
I’aide d’un thermocycleur Eppendorf (Biometra, An Analytic
Jena Company).

Le séquencage

Les séquences simples brins obtenues lors du séquencage avec les
amorces [TS4 et ITSS ont été corrigées a partir de I’ interprétation
des ¢€lectrophorégrammes avec le logiciel Codoncode Aligner
afin de nettoyer les séquences. La recherche de similarit¢ dans
les régions ITS4 et ITSS5 du génome a été réalisée en utilisant
le logiciel BLAST dans la banque de génes NCBI. Les isolats
ont été comparés a ceux énumérés dans la banque de données
GenBank du Centre national d’information sur la biotechnologie
(NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Les recherches
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effectuées par BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool)
au NCBI fournissent la liste des résultats probables correspondant
a notre séquence, avec les valeurs de similarités des séquences.
Les programmes de comparaison de séquences ont pour but de
repérer les endroits ou se trouvent des régions identiques ou trés
proches entre deux séquences et d’en déduire celles qui sont
significatives et qui correspondent a un sens biologique de celles
qui sont observées dans les banques internationales. BLAST
détecte de courts segments qui sont localement homologues a
la séquence inconnue (Altschul et al., 1997). Les résultats des
comparaisons de séquences sont présentés sous forme du ratio
d’homologie entre les séquences obtenues et les séquences de
référence les plus proches.

Etude du pouvoir pathogéne des souches de P. palmivora
sur feuilles détachées de cacaoyer

Préparation d’inoculum de Phytophthora palmivora et
dispositif expérimental

Des cultures de P. palmivora agées de 7 sept jours sont repiquées
sur milieu V8 contenant du bétasistostérol pour la formation des
zoospores. Apres quatre jours d’incubation a I’obscurité, ces
cultures sont exposées a la lumiére continue pendant sept jours
permettant ainsi au champignon de former les sporocystes. Les
zoospores ont &té obtenues apres un choc thermique. En effet, les
suspensions de zoospores ont été préparées par I’ajout de 10 ml
d’eau distillée stérile dans chaque culture de P. palmivora. Les
boites de Pétri ont ét¢ mises au réfrigérateur a 4°C pendant 15
minutes, puis laissées a la température ambiante du laboratoire
pendant 2 heures. Les zoospores présentes dans 1’inoculum ont
¢té calibrées a 3. 10° spores/ ml a ’aide d’une cellule de Malassez.

Des mousses imbibées d’eau distillée stérile ont été disposées
dans des plateaux pour maintenir I’humidité. Sur ces mousses
six feuilles de chaque clone ont été disposées selon un sens bien
défini. Il est a noter que chaque plateau contenait un clone de
six feuilles en randomisation totale et sur chaque feuille 10 pl
d’inoculum de toutes les souches de P. palmivora ont été inoculés
sur la face inférieure de la feuille a 1’aide d’une micropipette
calibrée a 10 pl. L’ inoculum d’une souche a été appliqué deux fois
sur chaque feuille aux extrémités gauche et droite de la nervure
principale de la feuille. Les inocula étaient disposés de part et
d’autre de la nervure principale. Les plateaux ont été recouverts,
scellés puis incubés a 1’obscurité a 25 °C. Cette expérience a été
répétée 3 fois dans le temps pour six souches de P. palmivora et
pour les 8 autres souches une répétition a été réalisée.

Evaluation des lésions de pourriture brune sur feuilles
détachées de cacaoyer au 3¢ et 7°™ jour et analyse
statistique

L’évaluation des taches de pourriture brune sur les feuilles
inoculées par la suspension de zoospores a été réalisée
aux, troisiéme et septiéme jour a I’aide de 1’échelle 0-5 de
notation développée par Nyassé et al., 1995 : 0 (absence de
symptome), 1 (trés petites taches nécrotiques), 2 (plus grand
nombre et taille nécrotique ou taches brunes), 3 (coalescence
de taches brunes en lésions de taille moyenne), 4 (grandes
Iésions brunes uniformes et 5 (trés grosses 1ésions brunes).

Résultats

Caractérisation morphologique et moléculaire de P.
palmivora

Les résultats sur gel d’électrophorése sont le reflet de la bonne
amplification des ADN par la PCR. La premiére PCR réalisée
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avec les amorces ITS 5SF GGAAGTAAAAGTAACAAGG ;
MEG_651R CCATAGCAGGGAAAAACGCC; et
PALM 651R ACCACAGCTGAAGAAATATT pour le
diagnostic de P. palmivora et P. megakarya a été positive avec
I’amorce P. palmivora et négative avec celle de P. megakaya.
En effet, sur les 15 échantillons déposés sur le gel, seul le gel
1 contenant I’amorce P. megakarya (témoin) a été amplifié et
aucune amplification n’a été faite avec les autres échantillons
de Phytophthora. Par contre, tous les échantillons ont été
amplifiés avec I’amorce P. palmivora hormis 1’échantillon
P40. Les fragments générés par ’amorce ITS palmivora
et les 12 échantillons de Phythophthora spp avaient une
taille approximative de 850 paires de bases. Ce qui signifie
que les 13 souches de Phytophthora sont des palmivora
(Figure 1). L’analyse des produits PCR sur gel d’agarose des
amorces [TS4-R TCCTCCGCTTATTGATATGC et ITS5-R
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG pour le séquengage
des souches de Phytophthora spp, a montré que ’ADN de
toutes ces souches a été amplifié comparativement au témoin
négatif. Le gel a révélé des bandes de poids moléculaire de
850 paires de base pour le Phytophthora spp (Figures 2 et 3).

La comparaison des séquences d’ADN avec celles des banques
de donnée GENBANK (tableau 2), montre une similarité de
100 % avec les séquences nucléotidiques étudiées et indiquent
Phytophthora palmivora comme le plus similaire aux isolats.

Amorce Ppalmivora

Amorce Pmegakarya

Figure 1 : Gel d’agarose contenant des échantillons
pour le diagnostic de Phytophthora spp
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Figure 2: Gel d’agarose contenant des
souches de Ppalmivora, de Fusarium et de
Lasiodiplodia spp
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Figure 3 : Marqueur de poids
moléculaire Promega (1kb)
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Tableau 2 : Séquences d’ADN de Phytophthora palmivora, issues
des vergers de cacao

Localités Codes Séquences Especes Référence
isolats GENBANK
Azaguié AZAP34 Seql Phytophthora palmivora KU308392 1
Azaguié AZAP40 Seq2 Phytophthora palmivora KU3083922
Rubino RUBP3 Seq3 Phytophthora palmivora KU308392 3
Loviguiél LovP47 Seq4 Phytophthora palmivora KU308392 4
Azaguié AZAP46 Seq5 Phytophthora palmivora KU308392 5
Loviguiél LOVP30 Seq6 Phytophthora palmivora KU308392 6
Céchi CECP4 Seq7 Phytophthora palmivora KU308392 7
Grand-Morié GRMP38 Seq8 Phytophthora palmivora KU308392 8
Agboville AGBP48 Seq9 Phytophthora palmivora KU308392 9
Azaguié AZAP37 Seql0 Phytophthora palmivora KU308392 10
Agboville AGBP25 Seql1 Phytophthora palmivora KU308392 11
Céchi CECP7 Seql2 Phytophthora palmivora KU308392 12
Azaguié AZAP32 Seql3 Phytophthora palmivora KU308392 13

Test du pouvoir pathogéne

Le pouvoir pathogeéne de 13 souches de P palmivora testé
sur feuilles de 12 clones de cacaoyer au laboratoire a montré
une différence significative du niveau d’agressivité entre les
souches et les clones pour six souches testées (Tableau 3). En
effet, les feuilles inoculées avec les suspensions de zoospores
de P. palmivora ont présenté des taches brunes, symptomes
provoqués par Phytophthora palmivora. Les notes moyennes
d’agressivité ont varié¢ de 2,20 a 3,37 entre les souches de P,
palmivora et de 2,03 a 3,87 dans les clones de cacaoyers. La
souche P47 s’est montrée la plus agressive et le clone GU230C
est le plus sensible (Figures 4 et 5). Pour les huit autres souches,
aucune différence significative n’a été observée entre elles et
entre les clones et les notes moyennes ont variées de 1,82 a 2,85
pour les souches et de 0, 24 a 3,61 pour les clones (Tableau 4).

Tableau 3: Notes moyennes d’agressivit¢ de 6 souches de P
palmivora en fonction de 7 clones de cacaoyer

Souches de P. palmivora
Clones de P3 P4 P32 P37 P46 P47
cacaoyer
clonel
clone 2
GU230B
GU230C

Moyenne
clones
3.40+0.53ab  3.01
2.91+0.46ab  2.50
3.25+0.29ab 2,53
4,45+0.,18ab  3.87

2.47+0.38ab
2.11+0.40ab
1.87+0.31ab
3,224+0.41ab

3.3 £0.43ab
2.19+0.37ab
2.64+0.25ab
3.58+0.44ab

2.83+0.58ab
2.27+ 0.50ab
2.50+0.10ab
4,33+0,24b

3.60+0.56ab
3.5540.43ab
2.724+0.22ab
3.9 £0.16ab

2.,50+0.50ab
1.97+0.47ab
2.20+0.28ab
3,70+0,27ab

VEN42 1,08:027a  1,97:0,37ab  2,12+0,34ab  2,50+0,35ab 1,830,35ab 2,70:046ab 2,03
VEN44 29+039ab 391+034ab  3.3740.42ab  3.56+0.33ab  3.43+£0.4lab  4.14+0.42ab  3.56
ATP20 1.7+0.26ab 2,1240.35ab  2,21+£0,31ab  2,7240,42ab  2,1240,34ab  2,77+0.43ab 2,27

Moyenne  2.20 2.81 2.80 3.23 2.53 337

souches

0,00 0.00 0,00 0.00 0,00 0.00 0,00

P<0,005

Notes moyennes d'agressivité de P. palimivora

F3 P45 P32 P4 P37 P47

Souches de P. palmivora
Figure 4 : Sensibilité foliaire de 7 clones de cacaoyers

vis-a-vis de 6 souches de P. palmivora
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Figure S : Sensibilité foliaire de sept clones de cacaoyers
vis-a-vis de P, palmivora
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Tableau 4 : Notes moyennes d’agressivité de 8 souches de P,
palmivora en fonction de 7 clones de cacaoyer

Souches de Phytophthora palmivora

Clones P7 P25 P30 P33 P34 P35 P38 P46 Moyenne

clone

GUI3BA  3+0,56 2664054 258+ 061 35% 053 35= 068  166% 052 1752068  275%072 305

GF23 1,66+0,58 2,08+ 08 2,08+ 0,66 3.33= 06 2,16+ 027 233072 225+033 325+ 049 239

PINA 2,75+ 0,7 291+ 0,67 325+ 0,66 4= 036 408+ 035 352063 291= 062 3916 041 341

EPL40B 2 + 053 191+ 045 291+ 062 3.6+ 044  325£057 2752051 258 032 3,66 0,49 2,83

ATP120 05012 025+ 017 05% 018 016+ 010 008200 00503 00 0412 0.15 024

VEN42 2 +0,73 3,58+ 0,71 3,58+ 0,53 4.5+ 04 433+ 049 340,53 3.75+0.79 3,75% 0,62 3,61

GU230C  083£027 191 0,66 15+ 025 3+ 031 225+ 025 2,5%04 17£031 2.75% 021 2,05

Moyenn 1.82 2,18 234 3,15 28 231 2,13 2,95
e souche

Discussion

Le dosage des ADN avec le NANODROP 2000 a montré qu’ils
étaient purs et en quantité suffisante pour I’étude moléculaire.
Cela confirme la pureté des cultures de champignon et confirme
de ce fait la bonne qualit¢ de la méthode d’extraction. Il est
a noter que la pureté et la quantité¢ de ’ADN extrait dépend
non seulement de la pureté de la culture du champignon mais
¢galement de la méthode d’extraction utilisée. La pureté de
I’ ADN a été mise en évidence par SUONG Malina en 2011. En
effet, cet auteur a montré que les carpophores des champignons
trop anciens n’étaient pas purs et en quantité insuffisante pour
I’analyse moléculaire contrairement aux carpophores des
champignons jeunes.

L’amplification des produits PCR sur gel d’agarose avec les
amorces ITS4 et ITSS amontré des amplifiats de 850 paires de base
pour Phytophthora spp avec le marqueur de poids moléculaire 1kb
Promega. Ce qui signifie que les 13 souches de Phytophthora sont
des palmivora. La PCR de controle réalisée avec les amorces P
palmivora et P megakarya a révélé que les souches provenant de
la Cote d’Ivoire étaient toutes des P palmivora. Cette hypothése
a été confirmée par le séquencage des séquences ITS de ces
souches. La comparaison a montré que les souches P3 et P4 sont
similaires a 100% a P, palmivora isolée sur cacaoyer en Taiwan
par Ann et al., 2009 (WWW.NCBI). Nos résultats corroborent
ceux de Inés Nelly Moussavou, 2021. Cet auteur a utilisé les
marqueurs moléculaires ITS spécifiques aux basidiomyceétes
pour identifier les champignons responsables de la carie des
arbres au Gabon. En effet les séquences d’ADN correspondaient
aux espéces de champignons polypores appartenant aux ordres
des Hymenochaetales et Polyporales associées aux polypores
responsables de la carie des arbres sur pied. Aussi, Coulibaly et al.
(2018), ont montré que les séquences des souches provenant de la
Cote d’Ivoire étaient similaires avec un taux de 97% comparées
a celles présentes dans les banques de données. Les résultats
des travaux de recherche menés par Appiah et al. (2003) ont
confirmé un degré de similitude élevé dans la région ITSI entre
les différentes especes étudiées. Par exemple, les régions ITSI
de P, capsici et P citrophthora ne différaient que de 21 bases.
Les séquences des deux souches de P, palmivora P3 et P4 sont
identiques. Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’il n’existe pas
de variabilité interspécifique ou trés peu entre les espéces pour
les amorces ITS. Le marqueur de poids moléculaire a généré 850
paires de base alors qu’on s’attendait a 900 paires de base pour
P palmivora. Cette différence serait probablement liée a une
délétion ou a une perte des fragments. Des résultats similaires ont
¢té trouvés par Ristaino et al. (1998). En effet, ’identification des
especes du genre Phytophthora sp par PCR des ADN ribosomique,
a permis d’identifier P palmivora parmi neuf autres espéces de
Phytophthora
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Les Phytophthora spp notamment P palmivora et P.
megakarya sont des organismes diploides, hétérothalliques
pouvant se multiplier par voie sexuée ou asexuée (Attard
et al., 2008). La formation de oospores apres le test de
croisement entre les 14 souches de Phytophthora spp et la
souche de référence NS269 de type sexuel A1 megakarya a
révélé que les 14 souches sont de type A2 et sont de ce fait
des P palmivora. Nos résultats sont similaires a ceux de
AMANI en 2017 dont I’étude a révélé ’existence de deux
types sexuels (Al et A2) au sein de la population étudige.
Les travaux de Campbell et Carter (2006) et de Harutyunyan
et al. (2008) ont montré que les hétérothalliques produisent
des gamétanges males (anthéridie) et femelles (oogone). Ces
derniers fusionnent et produisent des oospores qui sont des
structures a parois épaisses, capables dans la nature, de résister
aux conditions extrémes et a I’absence prolongée d’hote.

Le pouvoir pathogéne des 14 souches de P. palmivora testé au
laboratoire sur feuilles de 12 clones de cacaoyer, a montré une
différence significative (seuil de 5 %) du niveau d’agressivité
entre les souches et entre les clones pour 6 souches de P,
palmivora. Pour les huit autres souches, aucune différence
significative (seuil de 5 %) n’a été observée entre les souches
et entre les clones.

Cette étude a montré trois groupes de souches ayant un niveau
d’agressivité différent selon les clones. Le premier groupe
présente une note moyenne d’agressivité entre 1,08 et 1,5 (pas
agressif), le deuxieme entre 1,5 et 4,14 (agressif) et le troisieéme
entre 4,33 et 4,45 (tres agressif). Cette variation d’agressivité a
¢été remarquée parmi les souches isolées sur cabosses dans les
parcelles et/ou localités différentes ou identiques. Ces résultats
sont en concordance avec les travaux antérieurs (Nyassé et al.,
1995 ; Iwaro et al., 1998 ; Coulibaly et al., 2018) qui ont montré
que des groupes de niveau d’agressivité différents pouvaient
étre observés chez P. palmivora.

Conclusion

Cette étude a permis de connaitre I’identité des souches et
leur niveau d’agressivité vis-a-vis des clones de cacaoyers.
Elle vient confirmer la présence de P. palmivora dans la
région Sud-Est de la Céte d’Ivoire. Les résultats ont permis de
mettre en évidence des souches de Phytophthora palmivora
de type sexuel A2. Par ailleurs, les tests de pathogénicité ont
montré que les souches de P. palmivora sont agressives ou
trés agressives selon les clones.
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Optimisation d’un biomarqueur salivaire d’exposition des bovins aux piqires de la

mouche tsé-tsé basé sur une combinaison de peptides synthétiques

Martin Bienvenu Somda*?*, Jacques Kaboré*?, Ernest Wendemanegdé Salou?, Dieudonné Ouattara?, Emilie Dama?, Soumaila
Pagabeleguem®®, Sésseéya Arnaud Soha®, Issa Sidibé**, André Zongo’, Adrien Marie Gaston Belem?, Zakaria Bengaly*

Résumé

Le développement de biomarqueurs d’exposition basés sur 1’évaluation de la réponse anticorps dirigée contre des peptides
synthétiques, a été proposé comme méthode alternative / complémentaire aux stratégies d’évaluations entomologiques par
piégeages, dans beaucoup de maladies vectorielles. Cette étude avait pour objectif de développer un biomarqueur d’exposition des
bovins aux piqlres de glossines basé sur une combinaison de peptides salivaires synthétiques. La réactivité sérologique de quatre
peptides individuels (Ada,, ,, Tsall, ., Tsall . Tsgfl ) et en combinaison de deux, a ¢té évaluce par ELISA-indirect. La
spécificité du biomarqueur a été évaluée a partir d’échantillons provenant de bovins exposés a d’autres vecteurs hématophages.
L’aptitude du meilleur biomarqueur candidat a discriminer différents niveaux d’exposition a ensuite ét¢ étudiée chez 10 Zébus (race
trypanosensible) et 10 Baoulés (race trypanotolérante) exposés pendant 10 semaines en conditions expérimentales. La combinaison
Ada, . /Tsall . - a montré la plus forte réactivité sérologique (p = 0,0003). Des réactions croisées entre cette combinaison
bipeptidique et les tabanidés ont été mises en évidence. De plus, le suivi du biomarqueur chez les bovins exposés, a montré qu’il
semble étre spécifique a une sous-classe d’IgG apparaissant tot et dont la clairance a été observée avant la fin de I’exposition. Ces
résultats ont montré que le biomarqueur bipeptidique présente une bonne sensibilité sérologique. Il n’est cependant pas spécifique du
genre Glossina et est peu pertinent dans la discrimination de 1’hétérogénéité d’exposition inter-individuelle. Des études ultérieures
seraient nécessaires pour améliorer le pouvoir discriminatoire du biomarqueur salivaire afin de le mettre a la disposition des
programmes de lutte anti-vectorielle.

Mots-clés : Trypanosomose Animale Africaine, mouche tsé-tsé, biomarqueur d’exposition, combinaison de peptides, lutte anti-
vectorielle.

Abstract

The development of biomarkers of exposure based on the evaluation of the antibody response against synthetic peptides has
been proposed as an alternative/complementary method to entomological assessment strategies by trapping in many vector-borne
diseases. The objective of this study was to develop a biomarker of exposure of cattle to tsetse bites based on a combination of
salivary synthetic peptides. The serological reactivity of four individual peptides (Ada, ., Tsall,, ., Tsall ., Tsgfl ) and
their combination in two, has been evaluated by indirect-ELISA. The biomarker specificity was evaluated using samples from
cattle exposed to different haematophagous vectors. The ability of the best candidate biomarker to discriminate different levels of
exposure was then studied in 10 Zebus (trypanosusceptible race) and 10 Baoulés (trypanotolerant race) exposed for 10 weeks in
experimental settings. The combination Ada, . ,/Tsall ,. .. showed the highest serological reactivity (p = 0.0003). Cross-reactions
between this bipeptide combination and horse flies were demonstrated. In addition, monitoring of the biomarker in exposed cattle
showed that it appears to be specific to an early-emerging IgG subclass with clearance before the end of exposure. These results
showed that the bipeptide biomarker has good serological sensitivity. But it does not happen to be specific to Glossina genus and
fails to accurately measure host-vector contact. Further investigations are needed to improve the antigenicity of this biomarker in

order to make it available to vector control programmes.

Keywords: African Animal Trypanosomosis, tsetse flies, biomarker of exposure, combination of peptides, vector control.
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1. Introduction

Les glossines ou mouches tsé-tsé sont les vecteurs cycliques
des trypanosomes, pathogénes responsables de la maladie du
sommeil ou Trypanosomose Humaine Africaine (THA) chez
I’homme et de la Nagana ou Trypanosomose Animale Africaine
(TAA) chez le bétail. On estime que 60 millions de personnes

et plus de 50 millions de bovins répartis dans 38 pays d’ Afrique
subsaharienne sont exposés au risque de ces trypanosomoses
africaines dont les conséquences socio-économiques sont
importantes (Vreysen et al., 2013). Les possibilités de mise au
point d’un vaccin ayant échoué en partie a cause de la grande
variabilité antigénique du trypanosome (Duvallet et al., 2003),
et les principales stratégies de lutte développées avec pour
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objectif final I’éradication des THA et TAA demeurent (i) la
chimioprophylaxie et la chimiothérapie utilisant des molécules
trypanocides, (ii) la promotion du bétail trypanotolérant dans
les zones endémiques et (iii) la lutte anti-vectorielle (LAV)
utilisant diverses techniques (Vreysen ef al., 2013). Bien que
des ressources importantes soient investies chaque année, ces
méthodes de lutte montrent aujourd’hui des limites telles que
la ré-invasion des zones assainies, la toxicité ou I’inefficacité
des trypanocides, la chimiorésistance des trypanosomes, la
perte de pureté des races trypanotolérantes due aux métissages
anarchiques, etc.

Parmi toutes ces méthodes de lutte, la LAV semble étre la
stratégie de lutte la plus appliquée contre les TAA et THA
(Rayaisse et al., 2020). Elle est cependant tributaire d’une
bonne évaluation entomologique utilisant des pieges a mouches
tsé-ts¢ afin de mieux cibler les zones a risque de transmission et
d’évaluer I’efficacité de cette LAV. Ces méthodes d’évaluation
entomologiques classiques se heurtent aujourd’hui a des
contraintes liées a I’attractivité variable des piéges surtout dans
les zones a faibles densités glossiniennes (Bouyer et al., 2010),
I’inaccessibilit¢ de certaines zones (mangroves, localités
difficiles d’acces en saison pluvieuse) (Kagbadouno et al., 2011)
et la couverture de vastes zones géographiques. De plus, les
pieges a tsé-tsé qui sont des appats fixes sont également moins
adaptés pour I’évaluation entomologique, car ils ne tiennent
pas compte de I’hétérogénéité de 1’exposition des hdtes aux
arthropodes hématophages qui peut résulter de certains facteurs
tels que I’age, ’activité quotidienne des populations humaines
étudiées, le parcours des troupeaux, etc. L’estimation biaisée
des densités de glossines par ces méthodes entomologiques ne
représente donc qu’une évaluation indirecte du contact hote /
glossine. Il apparait donc nécessaire de développer de nouveaux
outils complémentaires ou alternatifs a ces méthodes classiques
d’évaluation entomologiques dont I’efficacité s’amenuise avec
les difficultés rencontrées sur le terrain.

La salive n’est pas neutre dans la relation hote vertébré-
arthropode hématophage. En effet, I’efficacit¢ du repas de
sang chez les vecteurs hématophages est assurée par les
protéines salivaires (Ribeiro et al., 1995). Au cours des
deux dernicres décennies, est né le concept de biomarqueurs
salivaires d'exposition aux piqlres des arthropodes vecteurs
hématophages basé¢ sur la détection chez ’homme et chez
I’animal (souris, lapins, chiens, porcs, bovins, etc) des anticorps
dirigés contre les antigénes salivaires totaux de ces vecteurs
(Fontaine ef al., 2011).

Ces biomarqueurs ont été validés pour certaines maladies
liées aux vecteurs comme les tiques (Lane et al., 1999),
les moustiques (Remoue et al, 2006; Ndille et al,
2012), les triatomes (Schwarz et al., 2009) ou encore les
phlébotomes (Barral et al, 2000; Vlkova et al., 2012).
Nous avons montré que la réponse anticorps dirigée contre
les antigénes salivaires totaux de glossines constitue un
indicateur potentiel de 1’exposition de I’homme (Dama
et al., 2013b) et des bovins (Somda et al., 2013) aux
piqires de tsé-tsé. Cependant 1’utilisation des antigeénes
salivaires totaux fait face a des problémes de spécificité, de
conservation (dégradation méme a -80°C), de production
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de masse et de reproductibilité des tests immunologiques
(Drame et al., 2010; Fontaine et al., 2011). Dans le souci
d’optimisation de ces biomarqueurs, nos recherches ont
¢été orientées vers 1’utilisation des peptides synthétiques
qui pourraient conduire a des outils plus standardisés
et spécifiques. C’est ainsi que nous avons récemment
identifié par une approche in silico quatre peptides sur les
séquences de trois protéines salivaires reconnues par des
plasmas humains provenant de zones infestées de glossines
(Dama et al., 2013b) et de bovins expérimentalement
exposés aux tsé-ts¢ (Somda et al., 2016). Le monopeptide
Tsgf1 ., identifi€ pour le volet humain, a €té utilisé pour
valider I’efficacité d’une campagne de LAV dans un foyer
actif de la maladie du sommeil dans le foyer de Boffa en
Guinée (Courtin et al., 2015). Ces peptides, susceptibles
de porter un ou deux épitopes connaissent cependant des
problemes de sensibilité lors des tests sérologiques chez le
bovin, d’ou I’idée de les combiner a deux. Cette stratégie
de combinaison d’épitopes a été réalisée avec succes sur
le gain de la sensibilité et de la spécificité, en utilisant
des protéines recombinantes de la salive de phlébotomes
en zone endémique de leishmaniose (Souza et al., 2010;
Vlkova et al., 2012). L’objectif général de cette étude était
de développer un biomarqueur d’exposition des bovins
aux piqlres de glossines basé sur une combinaison de
peptides salivaires synthétiques. Il s’est agi spécifiquement
(1) d’évaluer le potentiel biomarqueur de la meilleure
combinaison de deux peptides salivaires synthétiques
et (i1) d’étudier I’aptitude de la meilleure combinaison a
discriminer I’hétérogénéité d’exposition inter-individuelle.

2. Matériel et méthodes
2.1. Peptides synthétiques salivaires

Les candidats biomarqueurs sont des peptides prédits
par une analyse in silico a partir des protéines salivaires
immunogéniques spécifiques de I’exposition des bovins
ou des humains aux mouches tsé-ts¢. Les antigénes
salivaires de Glossina (G.) morsitans (m.) morsitans
ont ét¢ utilisés pour ces analyses de prédiction et de
bioinformatique car c’est la seule espéce pour laquelle il
existe des données dans les banques protéiques (Alves-
Silva et al., 2010). Nous avons au total quatre peptides
candidats dont deux sont reconnus par I’Homme et
représentés en rouge sur les protéines salivaires Ada
(adenosine deaminase) et Tsgfl (tsetse saliva growth
factor-1) (Figure 1A) (Dama et al., 2013a) et deux
reconnus par les bovins et représentés en rouge et en
vert sur la protéine salivaire Tsall (tsetse salivary gland
protein 1) (Figure 1B) (Somda et al., 2016). Ces peptides
salivaires ont été synthétisés par voie chimique avec
une pureté de 95% par Genepep SA (St-Jean de Vedas,
Montpellier, France). Pour améliorer 1’antigénicité des
peptides, une queue adénylée a été ajoutée aux extrémités
C-terminales des peptides (----AAAA) et un groupement
acétyle aux extrémités N-terminales. Ils ont été expédiés
sous forme lyophilisée et ont ensuite été ré-suspendus
dans de I’eau ultra-pure (1 mg/mL), aliquotés et stockés

a -80° C jusqu’a leur utilisation.
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(A) Peptides candidats en rouge reconnus par |’ Homme (Damaet al., 2013a)

(B) Peptides candidats en rouge et vert reconnus par le bovin
(Somda et al., 2016)

158 Tsalligs-1e6

Figure 1 : Modele 3D des protéines immunogéniques et les
positions des peptides candidats.

2.2. Echantillonnage de sérums

Les échantillons de sérums ayant servi a la réalisation de
cette étude provenaient de bovins (i) antérieurement exposés
en conditions controlées a différentes intensités de piqlres
de G. m. submorsitans et d’autres arthropodes hématophages
(Amblyomma variegatum, Anopheles gambiae, Tabanidae
spp, Stomoxys spp) et (ii) vivant dans une zone non infestée
de glossines au Nord du Burkina Faso comme échantillons
négatifs. Ces différents échantillons étaient disponibles dans la
sérotheéque bovine du CIRDES.

Les échantillons (n = 20) issus de bovins fortement exposés en
conditions contrdlées aux piqlres de glossines (exposés a 50
glossines, 2 fois par semaines) ont été utilisés dans 1’évaluation
de la réactivité sérologique des peptides candidats. Ces bovins
avaient de fortes réponses anticorps dirigées contre les antigénes
salivaires totaux de glossines (Somda et al., 2013). Le seuil de
positivité a été déterminé a partir des 15 échantillons négatifs
provenant du Nord du Burkina Faso.

La spécificité analytique du test a ¢été étudiée a partir
d’échantillons provenant de bovins exposés a différents
arthropodes hématophages, dont 10 sérums choisis par type
d’arthropode. Ce paramétre évalue I’aptitude du biomarqueur
a identifier de manicre spécifique les individus exposés aux
piqires de glossines.

L’étude de I’hétérogénéité d’exposition inter-individuelle a été
réalisée avec des sérums de 20 vaches de deux races (10 Z¢bus,
trypanosensibles et 10 Baoulés trypanotolérants) : 4 vaches
fortement exposées (50 glossines, 2 fois par semaine), 4 vaches

32

Science de la vie, de la terre et agronomie

faiblement exposées (10 glossines, une fois par semaine) et 2
vaches témoins non exposées (Somda ez al.,2013). L’exposition
avait une durée de 10 semaines et 10 échantillons de sérums
prélevés ont été analysés par animal.

Les échantillons ainsi sélectionnés (n = 285) ont ét€ analysés par
la méthode ELISA-indirect (Enzyme Linked Immuno-Sorbent
Assay) contre les peptides en individuel et en combinaison de deux.

2.3. Evaluation de la réponse anti-peptide par ELISA-indirect

Les réponses anticorps dirigés contre les peptides ont été
mesurées par la technique ELISA-indirect selon le protocole
développé antérieurement par Somda et al. (2016) avec de
légeres modifications. Son principe repose sur la fixation
d’antigénes solubles ou sensibilisation de microplaques en
polystyréne Maxisorp a fonds plats (Nunc, VWR, France)
avec 100 pl de peptides synthétiques dilués a 20 pg/ml dans du
tampon carbonate-bicarbonate (0,05 M, pH 9,6). Les plaques
ont ét¢ incubées pendant 1h a 37°C, suivi d’une incubation
a 4°C toute la nuit. Aprés une série de trois lavages en eau-
Tween20 0,1%, suivie de la saturation des sites non spécifiques
a 37°C par du tampon de saturation (lait écrémé 5%-PBS-
Tween20 1%) ; les sérums dilués individuellement au 1/60 dans
le tampon de saturation, ont ét¢ incubés pendant 1h30 a 37°C.
Apres 4 séries de lavage a 1’eau-Tween20 0,1%, les anticorps
secondaires anti-bovins IgG totaux couplés a la peroxydase de
Raifort (AbD Serotec, France), dilués a 1/4000 dans du tampon
de saturation, ont été déposés dans tous les puits a raison de 100
wl/puits. Les plaques ont ét€ ensuite incubées a 37°C pendant
1h30. Apres incubation de I’anticorps secondaire, les plaques
ont été lavées 4 fois avec de I’eau-Tween20 0,1% et rincées
une fois avec de I’eau distillée afin d’éliminer toute trace de
détergent qui pourrait perturber I’activité enzymatique. La
révélation a €t€ faite a I’aide de I’eau oxygenée (H,O,) et de
I’ABTS (2,2"-azino-bis (3-ethyl-benzthiazoline 6-sulfonic acid)
diammonium). La lecture des plaques a été faite a 405 nm a
I’aide d’un spectrophotométre.

Les résultats bruts ont ét¢ obtenus sous forme de densités
optiques (DO). Chaque échantillon de sérum a été testé en
double dans des puits avec antigenes ou puits Agt (DO _,
moyenne des DO de ces puits, DO_=(DO1+D02)/2) et une
fois dans un puits sans antigéne ou puits Ag- (pour évaluer
les réactions non spécifiques entre les anticorps et les réactifs
ELISA, DO,). Les résultats finaux ont ét¢ exprimés en ADO
selon la formule suivante : ADO = DO_ — DO .. Par contre les
résultats du suivi de la réponse anti-peptide ont été calculés en
ADOLti-ADOt0, ou ADOi est la réponse anticorps a une date
donnée et ADOt0 la réponse avant I’exposition.

2.4. Traitement et analyse statistiques des données

La constitution des différentes bases de données et le tracé des
courbes moyennes de suivi de la réponse anticorps anti-peptide
ont été réalisés avec le logiciel Excel 2016. La normalité des
réponses anticorps a été vérifiée en utilisant le test de Shapiro-
Wilk. Si les données ne suivaient pas la loi normale, les tests
non paramétriques de Man-Whitney ou celui de Kruskal-Wallis
ont ét¢ utilisés pour comparer respectivement deux ou plusieurs
moyennes des réponses anticorps. Ces différents tests et les
nuages de points ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism
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5.0. Ce logiciel a aussi permis de créer un modele linéaire pour
une analyse stratifiée de la réponse anti-peptide a chaque date des
groupes exposés (fort ou faible) de chaque race (Zébu, Baoulé)
en fonction du groupe témoin non exposé. Le groupe fortement
expos¢ a également ét¢ comparé au groupe faiblement exposé
pour chacune des races. Le seuil de significativité était fixé a 5%.

Leseuil depositivité “S” a été déterminé a partir des échantillons
négatifs. Il correspond a la borne supérieure de I’intervalle de
confiance calculé a partir d’une distribution “#” autour de la
moyenne des DO des échantillons négatifs contre la meilleure
combinaison de peptides retenus (o = 0,01) (Sokal et Rohlf,

1981). La formule suivante a ét¢ utilisée : |m
S = m+exs “Hll T

S : seuil de positivité ;

m : moyenne des échantillons négatifs ;
t : valeur donnée dans la table # de Student (o= 0,01) ;

s : écart-type de la distribution des A DO des échantillons négatifs ;
n : nombre d’échantillons négatifs.
3. Résultats

3.1. Antigénicité des différents peptides candidats biomarqueurs
salivaires

La figure 2 montre le profil des réponses anticorps IgG totaux
contre les quatre peptides candidats biomarqueurs. Chacune des
barres rouges représente les différents niveaux médians d’IgG
spécifiques. Les réponses IgG médianes sont significativement
différentes entre les quatre peptides (p < 0,0001). Par ordre
décroissant d’antigénicité, on a Tsall . ., Ada .., Tsall
.5 et Tsgfl . .. Ces résultats montrent que le peptide Tsgfl, .
présente une faible antigénicité, d’ou la décision de 1’écarter
pour la suite de I’étude.
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Figure 2 : Niveaux d’IgG anti-peptide détectés par les différents peptides.

3.2. Antigénicité des différentes combinaisons de peptides
biomarqueurs

Les meilleurs peptides retenus en termes de sensibilité a 1’issue
du screening des différents candidats biomarqueurs, Tsall
oo Ada, et Tsall ), ont €t€ associés deux a deux. On a

ainsi obtenu trois combinaisons de peptides synthétiques. La
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réponse IgG spécifique des 20 sérums précédemment utilisés a
¢té évaluée contre chacune de ces trois combinaisons.

Les niveaux médians d’IgG spécifiques individuellement détectés
par chacun des peptides Tsall ,_ et Tsall,,_. ont ét¢ comparés
a celui détecté par la combinaison des deux (Figure 3). En effet,
la combinaison a détecté un niveau médian d’IgG spécifique
significativement plus élevé que celui détecté par le peptide
Tsall,, . (p = 0,0002). Par contre le peptide Tsall . - a détecte
un niveau médian significativement plus élevé que celui détecté
par la combinaison (p = 0,0086). Ces résultats montrent que la
combinaison présente une réactivité immunologique plus faible
que celle dont est dotée le peptide Tsall Ce constat a donc

motivé ’abandon de cette combinaison.
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Figure 3 : Comparaison des titres d’IgG anti-peptide détectés par
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De plus, la comparaison entre le niveau médian d’IgG spécifiques
reconnus par Ada, . et celui détecté par la combinaison Ada, .
15/ Tsall, . (Figure 4) n’a montré aucune différence significative
(p = 0,1584). Néanmoins, une différence significative était bien
¢tablie entre la réponse détectée contre le peptide Tsall,, et celle
détectée contre la combinaison (p = 0,0104). Ces résultats montrent
que la combinaison Ada, . . /Tsall,, . n’améliore pas la réactivite

sérologique. Ainsi, cette combinaison a ét€ également abandonnée.

1.5
P=0,1584
10 P=0,0104
2 : —
=] ., .
o® ot Lhd
0.5] el . o,
‘ool. _'.ﬁ'_ ‘:.!::
*:0 * 0 e .
0.0 T T
& e o
& P S
& &2 {Q?
o
el
&

Figure 4 : Comparaison des titres d’IgG anti-peptide détectés par
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Une différence significative a été notée en comparant les
niveaux d’IgG spécifiques individuellement détectés par
Tsall ;. et Ada . a celui affich¢ par la combinaison de
ces épitopes, respectivement (Figure 5; p< 0,0001). Ce qui
signifie que I’association de ces deux candidats biomarqueurs
permet d’obtenir un gain de sensibilit¢é immunologique. Par
ailleurs, une comparaison des réponses IgG spécifiques contre
les trois combinaisons de peptides rapporte une différence
significative (p = 0,0003) entre ces derniers. Ce niveau médian
d’IgG était de 0,59 pour la combinaison Tsall . /Ada,
1300 de 0,45 pour Tsall,, _/Tsall . et enfin de 0,35 pour
Tsall,, /Ada .. Densemble des résultats suggerent que
la combinaison formée par Tsall,,. . et Ada, . présente
la meilleure réactivité immunologique. Cette combinaison a

donc été retenue pour la suite de 1’étude.
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Figure 5 : Comparaison des titres d’IgG anti-peptide détectés par

chacun des peptides Ada Tsall et de leur combinaison.
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3.3. Specificite analytique de la meilleure combinaison
candidate biomarqueur

L’intensité de laréponse I[gG anti-peptide par type d’exposition
hétérologue montre un seuil de positivité en tirets représenté
par la droite y = 1 (Figure 6). Tout ratio au-dela de cette
droite, est représentatif d'un échantillon positif et celui
inférieur a 1, est négatif. Ainsi, tous les échantillons provenant
d’animaux fortement exposés aux piqires de glossines
ont présenté des ratios élevés. La moitié des échantillons
prélevés chez les animaux exposés aux piqlres de tabanidés
ont également présenté des ratios élevés ; suggérant ainsi des
réactions croisées entre les antigénes salivaires de ces deux
vecteurs hématophages. Par contre les ratios des échantillons
provenant des bovins exposés aux piqires des autres vecteurs
et les animaux témoins non exposés sont inférieurs au seuil
de positivité. Ceci montre que ces échantillons ne contiennent
pas d’anticorps reconnaissables par la meilleure combinaison
biomarqueur, par conséquent I’outil séro-épidémiologique
d’exposition aux piqires de glossines est spécifique vis-a-vis
de ces vecteurs.
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par les expositions hétérologues.

3.4. Réponse IgG anti-peptide et hétérogénéité d’exposition
inter-individuelle

Les moyennes de suivi de la réponse IgG contre la meilleure
combinaison de peptides Ada, ., /Tsall . - en fonction des
niveaux d’exposition (groupes non expos¢, faiblement exposé
et fortement exposé) et de la race (Zébu, Baoulé¢) montrent
une variabilit¢ de la réponse entre les individus du méme
groupe d’exposition (Figure 7). Ce constat est valable chez
les deux races de bovins utilisées dans I’étude. Cette variabilité
intra-groupe est remarquable a travers les barres verticales
représentant les erreurs standards de la réponse anti-peptide
moyenne entre les individus d’un méme groupe. De maniére
générale, la cinétique de la réponse anti-peptide est commune
dans les groupes exposés aux piqires de glossines et quelle que
soit larace. Cependant, les plateaux de réponses permettent une
distinction de ces groupes d’exposition avant la 4™ semaine
pour les Baoulés et la 5™ semaine pour les Zébus.
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Figure 7 : Suivi de la réponse anti-Ada, , ,/Tsall . . induite par

différents niveaux d’exposition des bovins Z¢ébus (A) et Baoulés
(B) aux piqres de glossines.

Parailleurs, une analyse stratifiée par date de laréponse anticorps
anti-peptide a permis de faire une comparaison des groupes
exposés (faiblement ou fortement) aux groupes témoins. En
fonction du niveau d’exposition, des différences ont été mises
en évidence. En effet, chez les Zébus, la réponse anti-peptide
était significativement plus élevée de la 2°™ semaine jusqu’a la
5éme dans le groupe fortement exposé. Par contre dans le groupe
faiblement exposé, la réponse anti-salive était significative
uniquement a la 3™ semaine. De méme, en comparant le
groupe fortement exposé au groupe faiblement exposé, des
différences statistiquement significatives se dégagent de la 17
semaine a la 5 semaine (Figure 7A). En ce qui concerne les
Baoulés, seules les 1< et 4°™ semaines ont connu une réponse
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humorale IgG anti-peptide capable de discriminer de manicre
significative le groupe fortement exposé du groupe contrdle.
Quant au groupe faiblement exposé, il se distingue du groupe
controle uniquement a la 4™ semaine de I’exposition. En
outre, dans le groupe fortement exposé, la réponse IgG anti-
peptide était significativement plus élevée a la 2°™ semaine, a
la 3°™ semaine eta la 4°™ semaine en comparaison au groupe
faiblement exposé (Figure 7B).

A partir de la 5™ semaine chez les Zébus et de la 4°™ chez
les Baoulés, une surprenante baisse de la réponse IgG dirigée
contre la meilleure combinaison peptidique a €té enregistrée,
malgré la poursuite de I’exposition (Figure 7).

4. Discussion

Le premier screening de la réponse anticorps dirigée contre
les quatre candidats en individuel, Ada .., Tsgfl .,
Teall, . et Tsall ., a révél€ une différence significative
(p < 0,0001). Seul le peptide Tsgfl,, ., a enregistré la faible
réactivit¢ immunologique, si bien qu’il était préférable de
continuer avec les trois autres peptides. De fagon étonnante,
le peptide Ada, ., identifi€ sur une prot€ine immunogénique
chez ’homme (Dama et al, 2013a), a fait preuve d’une
réactivité immunologique assez intéressante chez le bovin. Ce
résultat, bien qu’inattendu affiche de meilleures perspectives
notamment de mise au point d’un outil unique d’évaluation de
I’exposition des bovins et des humains aux piqtires de tsé-tsé.

Par ailleurs, 1’idée de combiner les épitopes dans la deuxiéme
étape de notre étude, dans le but d’améliorer la réactivité
immunologique de I’outil séro-épidémiologique d’évaluation
du contact hote-vecteur, a déja été efficacement mise en
application dans la lutte contre la leishmaniose. En effet, dans
une zone endémique de leishmaniose viscérale humaine au
Brésil, une combinaison de protéines salivaires recombinantes
LIM17 (AF132518) et LIMI1 (AY445935) de Lutzomyia
longipalpis utilisée comme antigénes, a permis non seulement
une amélioration de la sensibilité du biomarqueur mais aussi
et surtout une augmentation de sa spécificité par rapport aux
antigenes salivaires natifs de phlébotomes (Souza et al., 2010).
De plus, des souris BALB/c et C57BL/6 pré-exposées aux
piqiires de phlébotomes, ont présenté des réactivités différentes
vis-a-vis de quatre protéines salivaires recombinantes de ce
vecteur. Mais une combinaison de ces antigénes recombinants
a pu pallier cette variabilité inter-individuelle chez ces hotes
(Vlkova et al., 2012). En nous basant sur ces acquis, nous avons
évalué la réactivit¢ immunologique des trois combinaisons
contre les sérums provenant de bovins forts répondeurs,
antérieurement utilisés dans la premiére étape. Les résultats
obtenus montrent que les combinaisons Tsall ,  /Tsall,
et Ada, ., /Tsall,, ont des réponses plus faibles que celles
des peptides en individuel. Ceci pourrait s’expliquer par une
éventuelle perturbation des épitopes suite a de probables
interactions stériques entre des résidus d’acides aminés des
différents peptides engagés dans la combinaison. En associant
les deux candidats biomarqueurs Ada, ., et Tsall . . ona
obtenu un gain de sensibilité immunologique significativement
plus forte que celles des deux peptides présentant des épitopes
mdividuels. Pour cette combinaison, I’interaction entre les deux
peptides semblent apporter un regain de sensibilité au candidat
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biomarqueur bipeptide.

Les réponses contre la meilleure combinaison de peptides
des sérums provenant de bovins exposés aux piqlres des
glossines étaient supérieures au seuil de positivité. Les sérums
bovins exposés aux piqires de tabanidés ont réagi a 50%. Ceci
montre que cette exposition hétérologue a été a I’origine de
réactions croisées avec la combinaison de peptides candidats
biomarqueurs. Ces résultats corroborent ceux de Somda et al.
(2013) qui avaient mis en évidence ces réactions croisées entre le
sialome de deux espéces de glossines riveraines (G. p. gambiensis
et G. tachinoides) et celui des tabanidés. Des réactions croisées
ont été également documentées entre les sialomes de beaucoup
d’arthropodes hématophages (Fontaine e al., 2011), d’ou I'idée
de développer un biomarqueur d’exposition spécifique. Quant
aux animaux exposés aux autres vecteurs, aucune réponse
supérieure au seuil de positivité n’a été relevée ; ce qui suggere
une absence de réactivités croisées entre les antigénes salivaires
de glossine et ceux de ces différents vecteurs. Ces résultats
obtenus montrent dans I’ensemble que le biomarqueur basé sur
la combinaison Tsall . ./ Ada, . a une bonne sensibilite,
mais semble ne pas étre trés spécifique du genre Glossina. Cette
réaction croisée avec la salive des tabanidés ne devrait pas étre
un frein, vu que ces derniers constituent des vecteurs mécaniques
des TAA (Desquesnes et Dia, 2004) et devraient €tre pris en
compte par les programmes de LAV.

L'analyse des réactivités sérologiques chez des bovins (Zébus
et Baoulés) exposés a différentes intensités de piqlres de
glossines a montré une bonne cinétique d'apparition de la
réponse liée aux expositions répétées aux tsé-tsé. Cette réponse
augmente graduellement jusqu'a la 4°™ ou 5™ semaine
avant de décroitre de fagon étonnante, malgré la poursuite de
I’exposition chez les bovins exposés, indépendamment de la
race. Cette cinétique d’apparition différente de celle obtenue
avec les antigénes salivaires totaux (Somda et al., 2013), serait
celle d’une sous-classe IgG tres labile spécifiquement reconnue
par le candidat bipeptidique antigénique. A partir d’une
certaine intensité de piqtres, le biomarqueur perd I’aptitude
a discriminer 1’hétérogénéité d’exposition inter-individuelle.
Pourtant, de la 1°* a la 4°™ semaine, le biomarqueur permettait
de discriminer les bovins en fonction de leurs niveaux
d'exposition aux piqlres de tsé-tsé. Par ailleurs, notre étude
a révélé une variabilit¢ entre les animaux du méme groupe
d'exposition. Ces résultats, similaires a ceux obtenus avec
les antigénes salivaires totaux ou le monopeptide Tsall,, .
suggerent qu'au niveau individuel, 1'évaluation de la réponse
contre la combinaison de peptides peut donc étre influencée par
le fond génétique du bovin ou d'autres facteurs qui pourraient
affecter la réactivité des lymphocytes B vis-a-vis des antigenes
salivaires (Somda et al., 2013; Somda et al., 2016). Cela
signifie que le biomarqueur bas¢ sur le candidat bipeptidique
a développer pourrait seulement €tre un outil d’évaluation du
niveau populationnel d’exposition aux tsé-tsé. Par ailleurs, des
réactivités sérologiques plus élevées vis-a-vis de la meilleure
combinaison ont ¢té observées chez les Zébus comparés aux
Baoulés. Ceci pourrait s'expliquer par le fait que ces Baoulés
provenant des zones infestées de glossines (Gaoua, Sud-Ouest
du Burkina Faso) (Souvenir Zafindrajaona et al., 1999) ont été
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forts par rapport aux Zébus provenant d’une zone indemne de
glossines (Nord du Burkina Faso) (Courtin et /., 2010) qui ont
¢té sensibilisés peut-Etre pour la premicre fois par les piqires de
tsé-tsé lors de notre étude.

5. Conclusion

Les résultats montrent que la combinaison des monopeptides
Teall | etAda . estassezsensible. Laréponsecontrecelle-
ci a permis de discriminer pendant les 5 premicres semaines de
I’exposition les bovins en fonction des niveaux d’exposition
(groupe témoin non exposé, faiblement ou fortement exposés)
et quel que soit la race bovine (Z¢bu, Baoulé). Cependant elle
semble étre spécifique a une sous classe d’IgG apparaissant
tot et dont la clairance s’observe avant la fin de 1’exposition.
De plus, ce biomarqueur bipeptidique est I’objet de réactivités
croisées avec des antigénes salivaires de tabanidés. D’autres
perspectives d’amélioration du biomarqueur bipeptique sont a
explorer, notamment I’ajout d’une queue composée d’un dérivé
lysine-biotine-amide aux extrémités C-terminales des peptides
(—--lysine-biotine-CONH.,), afin que les épitopes salivaires
soient plus accessibles aux anticorps. Ce rajout de cette queue
a été antérieurement utilisé dans un protocole ELISA pour une
meilleure détection de la réponse contre des mimotopes des
glycoprotéines variables de surface des trypanosomes (Van
Nieuwenhove et al., 2012). La recherche d’autres peptides
salivaires utilisant d’autres algorithmes (Sima et al., 2019) sont
¢galement a explorer.
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Estimation de la biomasse aérienne du genre Rhizophora des mangroves des riviéres
Lowé et Igoumié a Owendo (Gabon)
Titre courant : Estimation de la biomasse du genre Rhizophora

Igor AKENDENGUE AKEN!', Marjolaine OKANGA-GUAY?*, Emmanuel ONDO ASSOUMOU', Jean
Bernard MOMBO!

Résumé

L’évaluation du stock de carbone des écosystémes est une des principales recommandations de la Convention-cadre des Nations Unies
sur les Changements Climatiques en 1994. Le choix d’une méthode fiable, sans biais d’estimation, est une préoccupation des études
scientifiques. Les équations allométriques représentent une méthode précise de quantitification du carbone. Cependant, elles peuvent
varier suivant les espéces et/ou les écosystemes. Cette étude a évalué la précison d’estimation du carbone de deux équations allométriques,
pour trois especes du genre Rhizophora des mangroves des rivieres Lowé et [goumié¢ dans la commune d’Owendo, au Sud de Libreville
(Gabon). Une collecte de données (diamétre a hauteur de poitrine et hauteur a la cime) a été effectuée sur 2020 m? de mangroves. La
régression, sur les variables biomasse aérienne (AGB) et diamétre a hauteur de poitrine (DBH), a permis de tester deux mode¢les : 'un
linéaire (AGB = 0,017*DBH-0,083+0,045), et I’autre, non-linéaire (AGB = 0,0001073*DBH?""). Sur la base des valeurs du coefficient de
détermination, du critére d’information d’Akaike (AIC) et de I’homoscédasticité des résidus, le modeéle non linéaire est plus adéquat pour
une bonne estimation de la biomasse aérienne des espéces du genre Rhizophora des mangroves étudiées. L’erreur quadratique moyenne
(RMSE) est de 0,0014 et le biais est de -0,35%. Les mangroves échantillonnées ont une biomasse aérienne de 57,6416 Mg ha'. Cela
¢équivaut a un stock de carbone aérien de 28,821 Mg C ha’, et représente un taux d’émision atmosphérique de 105,772 Mg CO, ha''.

Mots clés : Mangrove, Biomasse aérienne, Stock de carbone (C), Equation allométrique, Gabon.

Abstract
TITLE : Aboveground biomass estimation of the genus Rhizophora in the mangroves of the Low¢é and Igoumié rivers in Owendo (Gabon)

Ecosystem carbon stock assessment is one of the main recommendations of the United Nations Framework Convention on Climate
Change in 1994. The choice of a reliable estimation method without bias is a concern in scientific studies. Allometric equations represent
an accurate method of quantifying carbon. However, equations can vary between species and/or ecosystems. This study evaluated the
accuracy of carbon estimation of two allometric equations for three species of the genus Rhizophora from the mangroves of the Low¢
and Igoumié Rivers in the Owendo commune, south of Libreville (Gabon). Regression on the above ground biomass (AGB) and
diameter at breast height (DBH) was run to test two models: a linear model (AGB = 0.017*DBH-0.083+0.045) and a non-linear one
(AGB = 0.0001073*DBH?""). Based on the coefficient of determination, Akaike information criterion (AIC) and homoscedasticity of
the residus, the non-linear model has been proven more accurate for a good AGB estimation of the Rhizophora genus. Its root mean
square error (RMSE) was 0.0014 and the bias was -0.35%. The mangroves have an aboveground biomass of 57.6416 Mg ha™'. This is
equivalent to an above-ground carbon stock of 28.821 Mg C ha'', and represents an atmospheric emission rate of 105.772 Mg CO, ha.

Key words : Mangroves, Above-ground biomass (AGB), Carbon (C) stock, Allometric equation, Gabon.
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1. INTRODUCTION par exemples au Canada (Kurz et Apps, 2006), en Chine (Wei
et al., 2014), aux Etats-Unis (Fleming et al., 2015 ; Ma et al.,
2021), en France (Dupouey et al., 2010), en Norvege (Puliti
et al., 2020), en Tanzanie (Ene et al., 2016), etc. Depuis son
lancement en 2008, le programme UN-REDD (UN-REDD,
2016) incite les pays en développement a la création et
I’application de tels outils. Ainsi, la République Démocratique
du Congo, la République du Congo, le Paraguay, I’Equateur,
I’ Argentine ou le Cambodge ont lancé leur systéme national de
surveillance des foréts (UN-REDD, 2021).

L'une des principales mesures de la Convention-cadre des
Nations Unies sur les Changements Climatiques en 1994
est I’évaluation de la capacité¢ de stockage du carbone des
écosystémes forestiers. Ainsi, chaque pays et région devrait
mettre en place ses outils d’estimation du carbone dans les
écosysteémes forestiers et en faire un suivi régulier (Picard et a/.,
2012). Les pays comme les Etats-Unis, la Chine et le Canada
sont trés productifs en terme d’évaluation de la séquestration
de carbone de ces écosystemes (Huang et al.,, 2020). Les
estimations des stocks de carbone aux échelles nationales Parmi les écosystémes forestiers, les mangroves ont les plus
impliquent couramment des outils d’inventaires forestiers grandes capacités de séquestration de carbone (1023 Mg ha'!
parfois combinés avec la télédétection, techniques employées  en moyenne) (Donato et al., 2011). Cependant, la superficie
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mondiale des mangroves a régressé, passant de 18,8 millions
d'hectares a 15,2 millions hectares en 25 ans (FAO, 2005).
Bien qu’elles ne représentent que 0,07% de la forét tropicale
(Giri et al., 2010), la destruction des mangroves émet entre
0,02 2 0,12 Pg de carbone par an (Donato et al., 2011).

Les mangroves de I’Afrique réprensentent 11 % de la
superficie des mangroves du monde (UNEP-WCMC, 2007).
Estimées a une superficie totale de 2500 km? (Lebigre, 1990),
les mangroves gabonaises constituent environ 12,41 % des
mangroves d’Afrique centrale. Elles sont composées de
neuf espéces de plante avec six (6) espeéces de mangroves
pures (Tomlinson, 1986) ou strictes (FAO, 2005), parmi
lesquelles trois du genre Rhizophora (mangle, harrisonii et
racemosa) (Ondo Assoumou, 2006 ; Ajonina et al., 2014a),
puis Avicennia germinans (Avicenniaceae), Laguncularia
racemosa et Conocarpus erectus (Combretaceae). A ces
derni¢res s’ajoutent les espéces dites accompagnatrices et
occasionnelles, Phoenix reclinata (Palmaceae) assez répandue
dans les écosystémes mangroves du Gabon, la fougere dorée
Acrostichum aureaum (Pteridaceae), la graminée Paspalum
vaginatum et les Pandanus (Pandanaceae) (Ondo Assoumou,
2017). Les travaux antérieurs réalisés sur les mangroves du
Gabon (Lebigre, 1983 et 1990 ; Ondo Assoumou, 2006 et
2017 ; Ajonina et al., 2014a) montrent que les Rhizophora
sont les mieux représentés en termes de diversité spécifique
et de couverture spatiale. Ils s’implantent aussi bien en zone
frontale qu’au contact avec la terre ferme, et participent
considérablement au stockage de la biomasse et du carbone.

Les mangroves de la province de I’Estuaire ont enregistré
une perte de 53,87 km? de leur superficie en 14 ans (Okanga
etal.,2019), soit un taux annuel de changement de - 0,36%.
Les secteurs les plus affectés sont situés dans I’agglomération
de Libreville, ou dans sa périphérie proche. Par exemple, les
mangroves de la riviére Lowé ont perdu 23% de leur surface
entre 2007 et 2021, soit un taux annuel de changement
de -1,64% (Okanga-Guay et al., 2021). Leur potentiel en
biomasse aérienne et en stockage de carbone aérien dans
I’agglomération de Libreville n’est pas documenté.

En I’absence d’équation allométrique permettant d’estimer
la biomasse aérienne dans les mangroves locales, le recours
a d’autres équations générales ou spécifiques aux especes
est une pratique assez commune (Kauffman et a/., 2012 ;
Jachowski et al., 2013 ; Rovai et al., 2015 ; Chatting et al.,
2020 ; etc.). Cependant, ces équations générales comportent
malgré tout des inadéquations. En effet, I’utilisation
d’équations non adaptées peut apporter des différences
importantes d’estimation. Kauffman et al. (2012) relévent
I’exemple de I’estimation de la biomasse d’un Brughiera
dans les mangroves de Yap (Micronésie) : pour un diametre
de 69 cm, les équations de Komiyama et al. (2008) et de
Kauffman and Cole (2010) donnent respectivement des
valeurs tres disparates (7014 kg et de 2588 kg).

Pour estimer la biomasse des mangroves gabonaises, il est
habituel de recourir aux équations allométriques générales
calibrées pour d’autres mangroves dans le monde, par
exemples celles de Fromard et al., 1998 ; Chave et al., 2005 ;
Komiyama et al., 2005 ; ou autres. Ce type d’équation n’est
toutefois spécifique qu’aux sites de collecte de données
(Ajonina, 2008), avec des espéces qui peuvent différer, et
est donc inapproprié pour prédire avec précision la biomasse
des mangroves d’une autre localité. Idéalement, 1’utilisation
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d’une équation spécifique a I’espece et a la région étudice
devrait étre priorisée (Kauffman, 2012). En effet, les
écosystemes de mangroves sont tres complexes et tres
différents, tant sur les plans diamétrique, de hauteur ou de
diversité spécifique. En particulier, le caractere exceptionnel
des mangroves gabonaises (Simard et al., 2019) requiert
I’établissement d’équations allométriques locales pour
I’amélioration de la précision des estimations des stocks de
carbone aérien.

L’objectif principal de cette étude est d’estimer la biomasse
aérienne (AGB) du genre Rhizophora, plus répandu dans
la zone. Les objectifs spécifiques sont de (i) proposer une
équation allométrique du genre (Rhizophora) pour une
bonne estimation de la biomasse aérienne et de (ii) estimer
le taux d’émission de dioxyde de carbone aérien des
mangroves défrichées des rivieres Lowé et Igoumié.

Les principales questions de recherche sont (i) quelle forme
d’équation allométrique permet d’estimer de fagon précise la
biomasse aérienne des mangroves de Libreville et Owendo ?
(i1) quelle est la capacité de stockage de la biomasse aérienne
(AGB) des mangroves a Rhizophora des rivicres Lowé et
Igoumié? (iii) quel est le taux d’émission de dioxyde de carbone
aérien des mangroves défrichées des rivieres Lowé et [goumié?

2. MATERIEL ET METHODES
2.1 Milieu d’étude

Pour construire une équation allométrique des Rhizophora
spp de la zone Libreville-Owendo, deux sites d’étude ont
été échantillonnés : les mangroves des riviéres Low¢ et
Igoumié. Lowé et Igoumié sont deux cours d’eau dont les
rives sont occupées par des mangroves (Fig. 1) a la fois
intactes (naturelles), anthropisées (fortement dégradées) et
semi-naturelles.

La riviere Lowé¢ est longue de 10 km et sert de limite
naturelle entre les communes de Libreville au Nord et
Owendo au Sud. Elle prend sa source dans le quartier
Bizango, a I’Est de Libreville, et se jette dans I’estuaire du
Komo, au pont Nomba. Sur le pourtour de la riviére Lowé,
les mangroves couvrent une superficie de 162,62 ha. Les
zones d’échantillonnage ont été choisies a I'intérieur des
mangroves. La premiére placette, dénommée Jean Violas
et dont le centroide est situé a 0,3507°N, 9,4897°E, est
composée a 96,23% de Rhizophora racemosa et a 3,77%
de Laguncularia racemosa (données de terrain). La seconde
placette, dénommée Mindoubé et située aux coordonnées
0,3627°N, 9,4928°E, est constituée a 100% de 1’espéce
Rhizophora racemosa (données de terrain).

La riviere Igoumié, longue de 8 km, sépare le premier et
le deuxiéme arrondissements de la Commune d’Owendo.
Elle prend sa source au quartier Igoumié et rejoint 1’estuaire
du Komo a I’Est du complexe portuaire d’Owendo, face
a I'1le Coniquet. Les mangroves de 1’enclave Igoumié et
Ikoy-Komo ont une superficie de 2025 ha. La placette 3,
dénommeée Alénakiri 1, est située a 0,3181°N, 9,5197°E.
Elle compte 48,48% de Rhizophora harrisonii, 27,27%
de Rhizophora mangle et 24,24% d’Avicennia germinans
(données de terrain). La placette Alénakiri 2, localisée
au point 0,32001°N, 9,5185°E, est formée a 89,22% de
Rhizophora harrisonii et 10,78% d’Avicennia germinans

(données de terrain).
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Figure 1 : Localisation des placettes (sites) dans les mangroves des
rivieres Lowé et Igoumié de la Commune d’Owendo

Le climat gabonais est trés favorable a la présence des
mangroves. La zone d’étude a un climat de type équatorial
marqué par quatre saisons en alternance : deux saisons seches
et deux saisons de pluies. La saison seéche est courte, soit
trois mois pour chaque période. Mais la plus marquée est
celle située entre mi-juin et mi-septembre. Les précipitations
moyennes annuelles de I’ensemble du pays varient entre
1400 mm et 3400 mm, avec 2870 mm d’eau a Libreville
(Maloba Makanga, 2010). Ces précipitations de région
équatoriale sont trés orageuses. Le nombre de jours de pluie
atteint facilement 170 a 200 par an. L’analyse fréquencielle
des précipitations annuelles a montré au niveau de la station
de Libreville des moyennes maximales atteignant 3 270
mm d’eau entre 1951 et 1990 (Maloba Makaga, 2010) et
3 345,5 mm en 2000 (Menié Ovono et al., 2017). Octobre et
novembre constituent les mois plus arrosés avec 445,5 mm et
496 mm tandis que juillet et aolit sont moins arrosés avec une
chute d’eau inférieure a 100 mm, de 1989 a 2018 (fig.2). Les
températures annuelles varient en fonction des saisons. Ainsi,
les températures plus faibles sont enregistrées en saison seche
(juillet-aofit) et plus €levées en saison des pluies (mars-avril),
avec des moyennes minimales et maximales respectives a
23°C et 27°C (Maloba Makaga, 2004). Le taux d'humidité
atmosphérique varie entre 79,3% en aott et 96% novembre.
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Source : Direction Générale de la météorologie (2017).
Figure 2 : Diagramme climatique gabonais

La démographie est caractérisée par une forte concentration
humaine autour des riviéres Lowé et Igoumié, donnant une
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densité de la population élevée a la commune d’Owendo
(809,2 hab/km?) (Direction Générale de la Statistique,
2013). A I’Est de la zone d’étude, vers la riviére Ikoy-Komo,
la situation démographique est completement différente.
L’occupation humaine est treés faible avec la présence des
villages peu peuplés et clairsemés dans la forét encore intacte.
En général, ces villages ont connu un exode rural massif. Les
habitants préferent vivre en ville et ne se retournent dans les
villages que pendant les week-end et les vacances.

2.2 Collecte de données

En vue de I’estimation de la biomasse aérienne selon les
techniques de foresterie, la taille de 1’échantillon, soit le nombre
d’arbres cubés ou pesés, est déterminée par I’expérience et
s’adapte au milieu, au temps, aux moyens matériels, humains
et financiers (Picard et al., 2012). Ainsi, en tenant compte des
difficultés d’acces aux mangroves, les équations allométriques
sont généralement construites avec peu d’arbres et sur peu
de sites. Pour exemples, Fromard et a/. (1998) ont établi une
équation avec 9 Rhizophora rencontrés dans 7 sites, Komiyama
et al. (2005) avec 104 individus de 10 espéces sur 5 sites, et
Chave et al. (2005) avec 84 individus d’especes de mangroves
non spécifiées sur 2 sites. Pour les mangroves du Bénin, Ajonina
(2013) a créé I’équation du volume des Avicennia germinans et
Rhizophora racemosa avec 233 individus.

L’établissement d’une équation allométrique pour I’espece
Rhizophora spp des rivieres Lowé et Igoumié a été réalisé en
mesurant 243 arbres dans 4 placettes sur 2 sites relativement
homogenes. De ces quatre placettes, 3 sont de forme carrée
et de 625 m? chacune. La quatrieéme est rectangulaire et de
145 m?. La superficie totale inventoriée est de 2020 m?. Deux
placettes sont localisées le long de la riviere Lowé, et deux
autres le long de la riviere Igoumié (Fig. 1). Dans chaque
placette, le diametre a hauteur de poitrine ou au-dessus la
premiére racine (DBH) a été mesuré a I’aide d’un ruban metre
forestier ou d’un pied a coulisse. Un télémetre laser (Forestry
Pro) apermis de calculer la hauteur a la cime de chaque arbre.
Les especes ont été identifiées et les parametres mesurés
sont consignés dans des fiches de collecte de données. Seuls
les individus de genre Rhizophora ont été retenus. Le GPS
(Global Positioning System) a permis de prendre toutes les
coordonnées géographiques individuelles des arbres.

2.3 Analyse des données

2.3.1 Caractérisation structurale des écosystémes de
mangrove

Les données collectées ont été saisies dans le tableur Excel.
A partir de ces données brutes, plusieurs parameétres ont été
calculés, parmi lesquels : la surface terricre, le volume et la
biomasse aérienne (AGB).

La surface terriere individuelle et le volume de chaque arbre ont
¢té déterminés selon la méthode de Husch et a/. (2003) appliquée
dans les mangroves par Ajonina (2008) (équations 1 et 2) :

z

Surface terriere =
(g) =m

Volume (M®) (V)= g X h X foviiiiieieeen,

(1)
2)

Ou = 3,14 ; d = diamétre en métre (m), g = surface terriére
en m? ha!, h = hauteur en métre (m) et f = facteur forme
(f=0,6 ; Ajonina et Usongo, 2001).

La biomasse aé¢rienne individuelle (AGB) (Equation 3) a été
obtenue par la formule standard de Husch et a/. (2003).
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Biomasse (46B) =p xV x BEF RN ) |

Ou AGB =biomasse aérienne, p = densité moyenne du bois de
mangrove (déterminée a 0,890 t/m* ; Feamside, 1997), (Ajonina
et al., 2014b) et BEF = facteur d’expansion de biomasse dans
les mangroves (déterminé a 1,18 ; Ajonina, 2008).

2.3.2. Elaboration et évaluation d’équation allométrique

Les données et les parametres, précédemment calculés, ont été
exportés dans le logiciel R 4.3 pour établissement des modéles
de régression linéaire. Un modele a entrée unique utilisant le
diametre (DBH) a été préféré vu que le DBH est le parametre
le plus facile a mesurer dans des mangroves parfois hautes ou
denses, comme c'est le cas dans certains des sites. Etant difficile
a mesurer avec précision sans que ’arbre ne soit coupé, la
hauteur n’est pas recommandée comme paramétre (Kauffiman
et al., 2012) dans I’établissement d une équation allométrique.

Pour la mise en place de I’équation allométrique, une
régression a été faite sur I’AGB en fonction du DBH.

Lapremicre étape, dite exploratoire, a consisté a tester le type de
relation (non linéaire et linéaire) qui existe entre les variables.
Cette phase a permis de détecter une relation favorable aux
données de type: ¥ = ox*B. Néanmoins, la relation de type:
v = ax+ B+e a été également testée. Le modele a été
appréci¢ a partir des coefficients de détermination (r* et 1>
ajusté), et du criteére d’information d’ Akaike (AIC) intervenant
dans le choix entre plusieurs modeles de méme variable. Le
meilleur modele est généralement celui qui a le plus petit AIC.

Ladeuxiéme étape a consisté a établir le modeéle, en déterminant
les paramétres alpha (o) et béta () sur un jeu de données de 146
individus tirés aléatoirement, soit 60% de la base de données
de 243 individus (Tableau 1 ; équations 4 et 5).

Les diametres sont répartisen 4 classes selon la classification
d’Ajoninaetal. (2008). Lesdonnées demodélisation se distribuent
selon ces mémes classes (Tableau 1) : 5% des individus dans la
classe ]1-2,5] cm de DBH, 23% dans la classe de ]2,5-5], 32%
dans la classe de ]5-10] et 40% dans la classe de ]10-30]. Les
données de validation se répartissent respectivement selon ces
mémes classes a 8%, 34%, 47% et 8%.

Tableau 1 : Données échantillonnées par classes de diamétre et de
hauteur ayant servi a la création du modele et sa validation

Modélisation Validation
Classes DBH % Hauteur % DBH % Hauteur %
1-25] | & 548 12 822 | 8 825 12 12,37
12,5-5] | 33 2260 32 21,92 | 34 3505 44 45,36
15-10] | 47 32,19 43 2045 | 47 4845 39 40,21
110-30] | 58 3973 59 4041 8 8,25 2 2,06
_Somme | 146 100 146 100 | 97 100 97 100
60% 40%

Les données de hauteur se catégorisent selon ces mémes
classes ; mais, elles sont mesurées en meétres. Ainsi, pour les
données de modélisation, 8% des individus échantillonnés
relévent de la classe ]1-2,5], 22% de la classe ]2,5-5], 29%
de la classe ]5-10] et 40% de la classes ]10-30].
covivy') _ -1
SR T REIDE e 4

B=Y —a¥ e eeneneen e e een(5)
Unmod¢le linéaire ajusté sur des données log-transformées
engendre un biais di a la transformation dont le facteur de
correction est égal a exp(c%/2). De ce fait, alpha devient: a
= exp(a + 6%2) avec B inchangé (Parresol, 1999).

Enfin, le modele a été validé avec un jeu indépendant de données
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de 97 individus, soit 40% de la base globale de données n’ayant
pas servi dans la mise en place du modgle. Cette validation s’est
faite en comparant la biomasse prédite et la biomasse observée
(Chave et al., 2005), en vérifiant la racine carrée de I’erreur
quadratique moyenne (RMSE ; équation 6), le biais (équation 7)
et le biais en pourcentage (équation 8).

RMSE=_TI((B—0)*)/N)*05 . . .....(6)
biais= T (P, = 0,)...eeveveieeeeveeieeeieineeeneeniineeeneeeen(7)
biis(%6) = LB (B, — 0 absolue (0 (8)

Ou RMSE = erreur quadratique moyenne, P = biomasse
prédite, O =biomasse observée et N = le nombre d’observations.
LaRMSE estutilisée dans lamesure de dispersion des prédictions
par rapport aux observations (Chave et al., 2005).

3. RESULTATS
3.1 Caractéristiques structurales des mangroves étudiées

Le site d’Alénakiri 1 est composé des Rhizophora harrisonii et
de Rhizophora mangle. Le DBH est compris entre 1,2 et 6,6 cm,
avec une moyenne de 3,34 + 0, 339 cm (Tableau 2). La hauteur
maximum est de 5,3 m contre un maximum de 1 m, soit une
moyenne de 2,926 + 0,356 m. La surface terriere varie entre
0,0001 m*> ha'et 0,0131 m? ha'!, avec une moyenne de 0,0011
40,0002 m* ha'. Les moyennes des volumes et de la biomasse
sont respectivement de 0,0034 + 0,0008 m? et 0,0035 +0,0008 t.

Tableau 2 : Paramétres statistiques des mangroves échantillonnées a
Alénakiri 1 a Igoumié
Statistiques DBH (cm) Hauteur (m) g (m”ha') Volume (m®) AGB (kg)

Moyenne 3,34 2,926 0,0011 0,0034 3.5
Erreur-type 0,339 0,3560 0,0002 0,0008 0,8
Médiane 32 1,85 0,0008 0,0011 1,1
Mode 1.3 11 0,0001NA NA

Ecart-type 1,6973 1,7801 0,0010 0,0039 4,1
Minimum 1,2 1 0,0001 0,0001 1
Maximum 6,6 5.3 0,0034 0,0131 13,8
Somme 83,5 73,15 0,0273 0,0844 88,6
N 25 25 25 25 25

DBH : diamétre a hauteur de poitrine ; g : surface terriere ; AGB : biomasse aérienne.

Lesite d” Alénakiri 2 abrite essentiellement I espece Rhizophora
harrisonii dont le DBH varie entre 1,5 et 15,6 cm avec une
moyenne de 6,6753 + 0,3840 cm (Tableau 3). La hauteur est
comprise entre 1,85 et 8,7 m, avec une moyenne de 4,7294 +
0,1980 m. La moyenne de la surface terriere est de 0,0043 +
0,0005 m? ha!, avec un minimum et un maximum respectifs de
0,0002 m? ha' et 0,0191 m? ha'. Le volume, quant a lui, varie
entre 0,0003 m? et 0,1100 m’, soit une moyenne de 0,0191 +
0,0028 m®. La biomasse aérienne est comprise entre 0,0003 t et
0,1156 t, avec une moyenne de 0,0201 + 0,0029 t.

Tableau 3: Paramétres statistiques des mangroves échantillonnées a
Alénakiri 2 a Igoumié

Statistiques DBH (cm) Hauteur (m) g (m?ha') Volume (m®) AGB (kg)

Moyenne 6,6753 4,7294 0,0043 0,0191 20,1
Erreur-type 0,3840 0,1980 0,0005 0,0028 2,9
Médiane 6,45 4,75 0,0033 0,0133 14
Mode 8.5 5.4 0,0057 0,0009 0.9
Ecart-type 3,1668 1,6326 0,0039 0,0229 24,1
Minimum 1,5 1,85 0,0002 0,0003 3
Maximum 15,6 8,7 0,0191 0,1100 115,6
Somme 453,92 321,6 0,2906 1,3020 1367.4
N 68 68 68 68 68

DBH : diamétre a hauteur de poitrine ; g : surface terriere ; AGB : biomasse aérienne.
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Les especes de mangrove du site de Jean Violas, dans la
zone de la riviere Lowé, ont un DBH moyen de 8,6011 +
0,5548 cm (Tableau 4). Le DBH varie entre 2,2 cm et 22 cm.
La hauteur varie entre 2,3 m et 14,4 m, avec une moyenne
de 7,8034 + 0,4299 m. La surface terriere moyenne est de
0,0079 £ 0,0010 m? ha! avec un minimum et un maximum
de 0,0004 m*ha'! et 0,0380 m*ha'. Le volume moyen est
de 0,0656 £ 0,0092 m? avec un minimum et un maximum
respectifs de 0,0009 m* et 0,3295 m®. La biomasse aérienne
moyenne est de 0,0689 £ 0,0097 t avec un minimum et un
maximum respectifs de 0,0009 t et 0,3461 t.

Tableau 4: Parametres statistiques des mangroves échantillonnées a
Jean Violas a la Lowé

Statistiques DBH (cm) Hauteur (m) g (m? ha') Volume (m*) AGB (kg)

Moyenne 8,6011 7,8034 0,0079 0,0656 68,9
Erreur-type 0,5548 0,4299 0,0010 0,0092 9,7
Meédiane 7 72 0,0038 0,0212 22,3
Mode 4,2 6,1 0,0014 0,0068 7,1
Ecart-type 5,1745 4,0095 0,0090 0,0858 90,2
Minimum 2,2 2,3 0,0004 0,0009 0,9
Maximum 22 14,4 0,0380 0,3295 346,1
Somme 748,3 678,9 0,6860 5,7062 5992,7
N 87 87 87 87 87

DBH : diametre a hauteur de poitrine ; g : surface terriere ; AGB : biomasse aérienne.

Le site de Mindoub¢é a un DBH compris entre 2 cm et 26
cm, soit une moyenne de 11,0016 = 0,8596 cm (Tableau 5).
La hauteur oscille entre 2 m et 18 m, avec une moyenne de
11,2286 + 0,6349 m. La surface terriére est comprise entre
0,0003 m*ha' et 0,0531 m? ha!, soit une moyenne de 0,013 1
+ 0,0018 m? ha'!. Le volume est compris entre 0,0007 m?
et 0,5004 m’, avec une moyenne de 0,1080 + 0,0175 m?.
L’ AGB oscille entre 0,0007 t et 0,5256 t, soit une moyenne
de 0,1134+£0,01783 t.

Tableau 5 : Parametres statistiques des mangroves échantillonnées
a Mindoubé a la Lowé

Statistiques DBH (cm) Hauteur (m) g (m?ha') Volume (m’) AGB (kg)

Moyenne 11,0016 10,2286 0,0131 0,1080 113,4
Erreur-type 0,8596 0,6349 0,0018 0,0175 18,3
Médiane 8,5 10 0,0057 0,0285 29,9
Mode 8,5 4 0,0057 0,0023 2,4
Ecart-type 6,8227 5,0393 0,0143 0,1386 145,6
Minimum 2 2 0,0003 0,0007 0,7
Maximum 26 18 0,0531 0,5004 525,6
Somme 693,1 644,4 0,8251 6,8027 7144,2
N 63 63 63 63 63

DBH : diameétre a hauteur de poitrine ; g : surface terriere ; AGB : biomasse aérienne.

Pour toutes les placettes, le DBH moyen est de 8,14 cm
+ 0,350 cm, avec des minima et maxima de 1,2 cm et 26
cm (Tableau 6). La hauteur moyenne se situe a 7,07 m +
0,282 m, avec des minima et maxima de 1 m et 18 m. Les
moyennes de la surface terriere (g), du volume et de la
biomasse aérienne (AGB) sont respectivement de 0,00753
+0,00612 m? ha'', 0,05718 £ 0,00612 m® et 60 + 6,423 kg.
Le minimum de biomasse aérienne (AGB) est de 0,091 kg,
contre un maximum de 525,559 kg.
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Tableau 6 : Parametres statistiques des mangroves €chantillonnées
des rivieres Lowé et I[goumié

Statistiques DBH (cm) Hauteur (m) g (m? ha') Volume (m*) AGB (kg)

Moyenne 8,143 7,070 0,00753 0,05718 60,053
Erreur-type 0.350 0282 0.00064 __ 0,00612 6,423
Meédiane 6,5 57 000332 001452 15248
Mode 6,5 48 000332 0,00231 2,424
Beart-type 5,449 4402 0.01004 ___ 0.09534 100,129
Minimum 12 1 0.00011 0,00009 0,091
Maximum 26 18 005307  0,50044 525,559
Somme 1978,82 1718,05 1,8291 13,895 14592,869
n 243 243 243 243 243

DBH : diameétre a hauteur de poitrine ; g : surface terriere ; AGB : biomasse aérienne.

3.2 Stock de biomasse et de carbone aérien des
mangroves de la Lowé et de I’enclave Igoumié et
Ikoy Komo

La biomasse aérienne de la surface échantillonnée (2020 m?)
est de 14,593 Mg, soit environ 72,24 Mg ha’!. Ainsi, le stock
de carbone aérien est évalué a 36,12 Mg C ha'’.

Les mangroves de I’enclave Igoumié et Ikoy-Komo, d’une
superficie de 2025 hectares, accumulent 146218,97 Mg
de biomasse aérienne et 73109,48 Mg C de carbone. Les
mangroves de Low¢, d’une superficie de 162,36 ha, ont une
biomasse acrienne de 11728,88 Mg, soit un stock de carbone
de 5864,44 Mg C.

La destruction d’un hectare de mangroves rejeterait au
minimum 132,56 Mg CO, dans I’atmosphere, pour la partie
aérienne seulement.

3.3 Comparaison des modéles linéaire et non-linéaire
de la biomasse aérienne

Apres analyse de la base de données des mangroves
¢chantillonnées, les modeles produits sont AGB =
0,017*DBH-0,083+0,045 pour le linéaire, et AGB
0,0001073*DBH?! pour le non-linéaire (Tableau 7).

Tableau 7 : Paramétres d’appréciation des modéles testés

Modeles o B r? AlIC p-value
y=0x+f 0,017  -0,083 0,85 -452,23 <2,2e-16
y=oxp  0,0001073 2,71 0,96 155 <2,2e-16

Avec un coefficient de détermination (1?) de 96 %, le type
non-linéaire a une meilleure prédiction de la biomasse
aérienne (AGB) des mangroves des rivieres Lowé et [goumié,
que le modéle lingaire a 85 %. Toutefois, malgré un critére
d’information d’Akaike (AIC) plus élevé, le modele non-
linéaire présente une homoscédasticité favorable de la
distribution des résidus (Fig. 3). En effet, la variance de
I’erreur résiduelle du modeéle linéaire n’est pas constante, ce
qui impacte sur I'intervalle de confiance du mod¢le (Picard et
al., 2012). De facto, le modéle non-linéaire, qui a la plus forte
variance expliquée et remplit I’hypothése d’homoscédasticité,
est adéquat pour prédire la biomasse des Rhizophora dans les
riviéres Lowé et [goumié.
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y=0.017"DBH-0.083+0.045
modele linéaire

y=0.0001073"DBH"2.71
modele non-linéaire
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Figure 3 : Distribution des résidus des modeles testés

3.4 Validation du modéle non-linéaire

En comparant la biomasse aérienne observée et la biomasse
aérienne estimée, il ressort une erreur quadratique moyenne
(RMSE) de 0,0014 et un biais de -0,0056, soit -0,35%
de biais (Tableau 8). Ainsi, le modéle non-linéaire y =
0,000107*DBH>"! prédit correctement la biomasse aérienne
des mangroves de la zone d’étude.

Tableau 8 : Paramétres du modéle retenu

Modele o B
v=oxB  0.000107 2.71

biais %o
-0.35

biais

-0.0056

rmse

0,0014

Le croisement de la biomasse observée et du DBH de la base
de données de validation confirme une relation non-linéaire
entre ces deux variables (Fig. 4a). Aussi, la projection de
la biomasse aérienne estimée et de la biomasse aérienne
observée montre-t-elle un nuage de points superposé a la
droite de régression (Fig. 4b).
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Figure 4 : Type de relation AGB-DBH et projection de ’AGB
estimée et observée.

4. DISCUSSION

Les mangroves échantillonnées présentent des caractéristiques
structurales assez communes avec des hauteurs variant de 1
a 18m, qualifiées de petites & moyennes par Lebigre (1983,
1990). Replacés dans le contexte national, les Rhizophora
spp n’atteignent pas les hauteurs maximales enregistrées
au Gabon par Ajonina et al. (2014a) avec 41m ou Simard
(2019) avec 62,8m. Par contre, avec un diamétre moyen de
8,1cm, les mangroves de Lowé et Igoumié entrent dans le
registre des diamétres moyens de la sous-région (Cameroun,
Gabon, République du Congo, République Démocratique du
Congo) (Ajonina et al., 2014a). La structure chez Rhizophora
racemosa, Rhizophora harrisonii et Rhizophora mangle
(racine échasse, tronc et houppier) est caractéristique de ces
especes, et est la méme d’un site a un autre (Lebigre, 1990 ;
Ondo Assoumou, 2006).

Cette structuration, relative au diamétre et a la hauteur des
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arbres, influence nécessairement la comptabilisation de la
biomasse aérienne. En effet, quoique le stock moyen de
biomasse aérienne au Gabon soit estimé a 341 Mg ha' par
Ajonina et al. (2014a), les mangroves des rivieres Low¢ et
Igoumié ont plutot révélé un stock moyen de 72,24 Mg ha.
Cette valeur ne représente donc que 21,18% de la biomasse
aérienne moyenne a I’hectare des mangroves du Gabon.
L’écart est tout aussi grand avec la biomasse aérienne
des mangroves du Congo (¢évaluée a 251 Mg ha'), de la
République Démocratique du Congo (409 Mg ha') ou du
Cameroun (505 Mg ha') (Ajonina et al., 2014a).

Lors de la constrution d’une équation allométrique pour
I’estimation de la biomasse aérienne, la détermination des
variables a prendre en compte et I’amplitude des valeurs de
DBH et de hauteur sont des éléments déterminants (Chave
et al, 2005). En outre, I'utilisation d’une méme densité du
bois (ici déterminé a p=0,890 ; Feamside, 1997) pour deux
especes de genre identique sur des sites différents est admise,
contrairement a des especes de genres différents sur des sites
similaires (Clough et Scott, 1989 ; Komiyama et al., 2005).
Lutilisation ici de cette densité de bois moyen n’a pas de
grande influence sur les résultats comparables aux prédictions
avec I’équation d’Ajonina et al. (2014b).

L’équation développée ici, avec le DBH comme seule
variable explicative, présente un coefficient de détermination
de Pearson élevé avec 2 = 0,96. Les prédictions du modéle
pourraient étre légérement améliorées en €liminant toute
erreur de mesure sur le terrain ou par I’intégration d’une
seconde variable, telle que la hauteur des arbres. Ce taux de
détermination démontre que le DBH est un indicateur fort de
la biomasse aérienne chez les Rhizophora, fait corroboré par
Ajonina (2008) et Ajonina et al. (2014a).

Le mode¢le a été réalisé a partir d’un DBH_, de I cm et d’un
DBH__ de 26 cm. En principe, une equatlon n’est valable
que dans son intervalle DBH et dans son étendue spatiale de
calibration et de validation intiale (Rykiel, 1996 ; Picard et
al., 2012). L’extrapolation au-dela de leur gamme de DBH
de calibration peut induire a des erreurs d’estimation de
biomasse liées a la variabilité des grands arbres et des sites
(Brown et Lugo, 1984). Toutefois, le présent modele établi
est de type puissance (¥ = «="8). Les modeles sous cette forme
ont ’avantage d’étre extrapolable avec une bonne fiabilité, en
dehorsdeleurintervallede DBH etdeleurespace géographique
de calibration et de validation d’origine. En effet, les modéles
de ce type obéissent au principe allométrique fractal (Zianis
et Mencuccini, 2004). Tout comme le modele d’Ajonina et
al. (2014a), ou les diametres échantillonnés variaient entre 1
cm et 102,08 cm, I’équation ici obtenue pour les mangroves
de la Lowé et d’Igoumié est invariante a toutes les échelles
spatiales et stucturales. De prime abord, elle peut servir a
prédire la biomasse des mangroves genre Rhizophora, aussi
bien estuarienne, deltaique que lagunaire.

Confrontées, les biomasses aériennes prédites par le modéle
établi pour les mangroves de la Lowé et d’Igoumié et celles
du modéele d’Ajonina et al. (2014a) sont similaires. En effet,
I’erreur est infime avec un RMSE de 0,0009 et un biais de
0,0007, soit 0,08 % de biais entre les prédictions des deux
modéles. Bien que leur intervalle d’application ne soit pas la
méme, soit 1cm <D<102,8 cm pour Adjonina et al. (2014) et
1 cm <D<26 c¢m pour le présent modele, la différence entre
les deux prédictions est trés faible et leurs distributions se
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superposent quasiment. Dans un jeu de données de n = 97,
I’intervalle de prédiction du modele établi est compris entre
[0,0197 Mg - 0,0253 Mg] avec une moyenne de 0,0221 Mg
+0,0032. L’intervalle du modéle d’Ajonina et al. (2014a) est
compris entre [0,0181 Mg - 0,0245 Mg], avec une moyenne
de 0,0213 £ 0,0032 Mg. L’écart de moyenne entre les deux
prédictions est de 0,0008 Mg. L’écart autour de la moyenne
est 0,0313 Mg pour le modéle Loweé-Igoumié, et 0,0312 Mg
pour le modéle Ajonina et al. (2014a) ; soit une différence de
0,0001 entre ces deux prédictions des modeles respectifs.

5. CONCLUSION

Cette étude a permis d’établir une équation allométrique
non-linéaire de type puissance invariante a toutes échelles
spatiales puisqu’elle repose sur un principe allométrique
fractal. L’équation a un coefficient de détermination égale a
96% pour un biais de -0,0056, soit 0,35 %. Les mangroves
du genre Rhizophora (mangle, harrisonii et racemosa)
de la Low¢ et d’Igoumié ont une biomasse aérienne de
14,593 Mg pour 2020 m? ce qui représente 57,6416 Mg
hal. Le stock de carbone aérien est de 28,821 Mg C ha' et
représente un taux d’émission atmosphérique de 105,772 Mg
CO, ha'. Il est nécessaire que des équations allométriques
soient également établies pour les Avicemnia germinans
(Avicenniaceae), Laguncularia racemosa et Conocarpus
erectus (Combretaceae) dans ces mémes zones.
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Influence des facteurs climatiques sur les insectes pollinisateurs potentiels du moringa

oleifera lam. Au Burkina Faso
BAZIE Babou Frédéric'**, DAO Madjelia Cangré Ebou', DRABO Fogné Samuel 2, DA Nomwine', KABRE
Salifou'2, GNANKINE Olivier*

Résumé

Les paramétres climatiques tels que la température, la pluviométrie, I’humidité relative et le vent sont essentiels dans la répartition
et ’abondance des insectes visiteurs floraux. Moringa oleifera Lam. espéce ligneuse cultivée dans les différentes zones climatiques
du Burkina Faso présente une floraison abondante avec de nombreuses et fréquentes visites d’insectes. Cette étude vise a montrer
les effets des variations climatiques sur I’abondance et 1’organisation des visites des insectes pollinisateurs en zones sahélienne,
nord et sud soudanienne du Burkina Faso. Des collectes d’insectes ont été réalisées dans des plantations de Moringa en floraison
en 2018 et 2019 a I’aide du filet fauchoir. Les Hymenoptera ont été le plus représentés avec 27 espéces, suivi des Diptera avec 14
especes et des Lepidoptera avec 09 especes. Les insectes pollinisateurs potentiels communs aux trois zones climatiques ont été
répertoriés: Alophora hemiptera, Anthophora sp, Apis mellifera, Bombus sp, Hypolimnas misippus, Sphecodes spinolosus Xylocopa
sp, ylocopa violacea. Les analyses Canoniques des Correspondances (ACC) réalisées sur les abondances des pollinisateurs et les
variables climatiques ont montrées que les facteurs environnementaux présentant une corrélation significative avec 1’abondance
des pollinisateurs potentiels dans les zones climatiques sont la température maximale et la pluviométrie annuelle. Les trois plus
abondants pollinisateurs potentiels ont été négativement corrélés dans le GLM, avec la température maximale (p-value <0,05). Le
nombre d’insectes pollinisateurs diminue avec la température du milieu. Les principaux pollinisateurs potentiels se répartissent
différemment dans les zones climatiques en réponse aux conditions environnementales.

Mots clés: Moringa oleifera, insectes pollinisateurs, température, humidité relative, facteurs climatiques, Burkina Faso.

Abstract

Title : Effects of climatic factors on potential insect pollinators of moringa oleifera lam. In Burkina Faso

climatic parameters such as temperature, rainfall, relative humidity and wind are essential in the distribution and abundance of floral
insect visitors. Moringa oleifera Lam., a woody species cultivated in the different climatic zones of Burkina Faso, presents an abundant
flowering with numerous and frequent insect visits. This study aims to show the effects of climatic variations on the abundance and
organization of pollinating insect visits in the Sahelian, northern and southern Sudanian zones of Burkina Faso. Insect collections
were conducted in flowering Moringa plantations in 2018 and 2019 using the swath net. Hymenoptera were the most represented with
27 species, followed by Diptera with 14 species and Lepidoptera with 09 species. The potential pollinating insects common to the
three climatic zones were noticed: Alophora hemiptera, Anthophora sp, Apis mellifera, Bombus sp, Hypolimnas misippus, Sphecodes
spinolosus Xylocopa sp, ylocopa violacea. Canonical Correspondence Analyses (CCA) performed on pollinator abundances and
climatic variables showed that the environmental factors with significant correlation with the abundance of potential pollinators in
the climatic zones were maximum temperature and annual rainfall. The three most abundant potential pollinators were negatively
correlated in the GLM with maximum temperature (p-value <0.05). The number of insect pollinators decreased with environmental
temperature. The main potential pollinators distributed differently in climatic zones in response to environmental conditions.

Key words: Moringa oleifera, insect pollinators, temperature, relative humidity, climatic factors, Burkina Faso.
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environnementaux tels que la température, I’humidité affectent
le rythme d’apparition des insectes pollinisateurs au cours de la
floraison, pouvant réduire le succes de la pollinisation et donc
le rendement de nombreuses espéces de plantes cultivées et
sauvages (Taimanga et al., 2018). Ainsi, différentes especes
de pollinisateurs réagissent de facon différente aux facteurs
climatiques, et les résultats de ces changements influencent,
a des degrés variables, leur diversité et I’abondance de leurs
populations Chagnon, (2008). Aussi, I’absence de pollinisation,
lalimitation de photoassimilat et les conditions météorologiques
défavorables sont-elles susceptibles d’influencer les fruits en
développement (Nyoka et al., 2015).

1. Introduction

Moringa oleifera Lam. est une plante originaire des vallées
du sud de I’Himalaya en Inde (Foidl et al, 2001). Il aurait
¢été introduit au début du 20°si¢cle en Afrique par le biais
du commerce et des échanges maritimes durant cette période.
Les plus vieux spécimens africains proviennent du Sénégal
et dEgypte (NIGG, 1993). De nos jours le moringa est
cultivé partout en Afrique mais sa propagation naturelle reste
faible (Zhang et al., 2018). Cette faible propagation pourrait
s’expliquer selon (Goulson et al, 2015), par le déclin des
pollinisateurs, la dégradation des habitats, la perte d'habitats,
ainsi que par le changement climatique entrainant des pertes

de colonies d'abeilles melliféres et un déclin des pollinisateurs
sauvages. Cependant, les parasites/maladies et les facteurs

Cependant, les travaux de Shiwani et al., (2018) menés en Inde
ont permis d’identifier les Hyménoptéres tels que les abeilles
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domestiques (Apis sp), les abeilles sauvages et les guépes comme
les pollinisateurs visitant le plus les fleurs de Moringa oleifera.
La plupart des pollinisateurs se nourrissent de substances
vegétales (pollen, nectar, pieces florales) et sont considérés de
ce fait comme des suceurs. Ainsi les insectes pollinisateurs a la
recherche de leur nourriture participent au transport du grain
de pollen sur le stigmate du pistil. Cette relation s’inscrite
dans un contexte de mutualisme entre les pollinisateurs et leur
hote (Tankoano, 2008). Elle ne peut étre durable que s'il y a
un gain réciproque (Dao, 2002). Selon Zhang et al., (2018),
la production de fruits de moringa a tendance a étre faible
par rapport a sa forte production florale ; les raisons de cette
faible fructification ne sont pas clairement établies. Certains
auteurs ont avancé les hypotheses selon lesquelles d’une part,
les changements climatiques modifieraient ou dérégleraient
les relations entre les plantes et leurs pollinisateurs, autant a
I’échelle locale que régionale (Chagnon, 2008). D’autre part
I’absence des insectes pollinisateurs ou du nombre insuffisant
de ceux-ci au cours de la floraison, réduirait fortement ou
rendrait nul les rendements fruitiers (Taimanga et al., 2018;
Tchuenguem, 2005; Vaughton ef al., 2010). Au Burkina Faso,
la connaissance des relations entre les espéces végétales et
leurs insectes floricoles est en forte progression grace aux
recherches menées par certains chercheurs (Diallo, 2001; Dao,
2002; Tankoano, 2008). Moringa oleifera Lam. fait partie des
especes forestieres de plus en plus exploitées au Burkina Faso
et constitue un potentiel important en termes de revenus générés
aussi bien pour les populations que pour I’Etat (PNDES, 2016).
Elle est en cours de vulgarisation partout au Burkina Faso par
les institutions de recherche et les partenaires au développement
(Bationo, 2007). De par la commercialisation de ses feuilles
et fruits pour des usages dans I’alimentation, la médecine
traditionnelle dans la cosmétique, elle constitue d’importante
source de devises pour les populations et contribue a la lutte
contre la pauvreté et la malnutrition.

Malgré I'importance de I’espéce et les travaux menés, les
interactions entre plusieurs plantes cultivées dans diverses
régions et les insectes floricoles sont méconnues. Krieg et al.
(2017) ont identifi¢ Apis mellifera adansonii et les fourmis
comme étant des pollinisateurs de moringa dans la partie
sud soudanienne du Burkina Faso. La présente étude vise a
déterminer les facteurs climatiques influengant 1’abondance
et ’organisation des visites des insectes pollinisateurs de
moringa dans les trois zones climatiques du Burkina Faso.

2. Matériel et Méthode
2.1. Site d’étude

L’étude a été menée dans trois zones climatiques du Burkina
Faso a savoir les zones sahéliennes, nord soudanienne et sud
soudanienne (Figure 1). Dans chaque zone climatique, deux
sites ont été retenus. En zone nord soudanienne, I’étude a
été menée dans la station d’expérimentation de I'INERA a
Ouagadougou et dans le village de Komsilga une commune
rurale de la province du Kadiogo. En zone sud soudanienne,
les sites d’étude sont localisés dans les villages riverains de
Bobo Dioulasso, Kouakoualé et Toukoro. En zone sahélienne,
les sites d’étude sont localisés a Poukma et Goinré tous situés
dans la commune de Ouahigouya.
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Figure 1 : Localisation des sites d’études dans les trois zones
climatiques du Burkina Faso

2.2. Matériel végétal

Les observations ont été réalisées dans des plantations de moringa
ages de 02 a 06 ans selon les sites d étude. Tous les pieds de moringa
sont entrés en floraison des la deuxieme année de production. La
culture biologique est celle pratiquee. L objectif visé a travers la
production de moringa dans les différents sites est essentiellement
la production de fruits. Les champs de moringa étaient mono-
spécifiques dans les plantations de la station expérimentale de
I'INERA/DEF par contre a Komsilga, a Bobo Dioulasso et a
Ouahigouya le moringa était cultivé en association avec des
cultures maraicheres (aubergines, choux, oignon, laitue...).

2.3. Méthodologie
2.3.1. Collecte et détermination des insectes pollinisateurs

L’étude a été réalisée pendant la période de floraison de moringa
qui a lieu de juillet & septembre selon Arbonnier, (2002) en
zone soudano sahélienne. Au total cinqg arbres en floraison ont
été échantillonnés au hasard puis étiquetés sur chacun des sites
pour un suivi en 2018 et en 2019. Chaque mois de juillet a
septembre, nous avons collecté¢ durant 10 jours consécutifs sur
tous les arbres échantillonnés tous les insectes visitant les fleurs.
La collecte des insectes a lieu a 1’aide du filet fauchoir de 06 h
a 18 h pendant au moins 05 mn / heure / arbre (Diallo, 2001;
Aouar-Sadli, 2008; Kenza et al., 2019). Ce qui nous a permis
de collecter durant toute la période de floraison de moringa 150
heures/site en 2018 et en 2019. Les especes ont ét¢ collectées
et conservées dans de 1’éthanol a 70 %, puis envoyées au
laboratoire pour I’identification (Chinery, 1986). En plus des
observations sur le terrain, deux approches complémentaires
ont ét¢ utilisées : I’observation de la morphologie a la loupe
binoculaire pour voir la présence ou I’absence de poils sur
I’abdomen pouvant transporter le pollen, la présence du panier
a pollen sur les pattes postérieures et 1’étude bibliographique
des régimes alimentaires des insectes. Seules les especes
respectant ces critéres sont retenues comme pollinisateurs
potentiels. Cette méthode s’inspire de celle menée par Dao,
(2002) et Tankoano, (2008).

2.3.2. Corrélations entre les données climatiques et
I’abondance relative des pollinisateurs potentiels

L’abondance relative des insectes pollinisateurs au cours de
la journée est autant liée a leurs régimes alimentaires qu’aux
facteurs environnementaux. Pour établir une corrélation
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entre I’abondance relative des pollinisateurs potentiels et
les facteurs climatiques, nous nous sommes inspirés de la
méthode décrite par Abrol, (2012), Espindola et al., (2011);
Kumar, (2012) pour tester les influences des facteurs
climatiques sur la composition des pollinisateurs potentiels
trouvés dans les zones climatiques.

Les variables climatiques ont été extraites pour chaque
zone climatique a partir des données brutes fournies par la
Direction Générale de la Météorologie (DGM) couvrant les
périodes de collectes de janvier 2018 a décembre 2019. Les
données fournies sont la température minimale et maximale,
I’humidité minimale et maximale, la vitesse journaliére du
vent et les précipitations mensuelles.

2.4. Analyse de données
I’abondance des pollinisateurs potentiels

L’abondance désigne le nombre d’individus capturés pour
une espece d’insecte donnée. Son évaluation s’est faite sur la
base des effectifs de chaque espéce collectée. Les abondances
relatives des insectes visiteurs collectés dans les 03 zones
climatiques au cours des saisons de collectes en 2018
puis en 2019 ont été calculées selon la formule suivante :
ABr="E4 100
NiT

ou ABr est I’'abondance relative, NiE est le nombre d individu
de l’espéce E et NiT est le nombre total d’individus collectés.

Les nombre moyens des insectes pollinisateurs potentiels
selon les zones climatiques et aussi le matin, a midi et le soir
ont été comparés a I’aide du test de Kruskall Wallis grace au
logiciel | XLSTAT 2016.02. La signification statistique a été
fixée a 0,05.

Corrélations entre I’abondance des insectes pollinisateurs,
et les variables climatiques

L’Analyse Canonique des Correspondances (ACC) des
abondances des pollinisateurs et les variables climatiques a été
réalisée avec le logiciel R 3.2.5 grace au package " anacor" de
R (http://www,jstatsoft.org/v31/i05/) puis le package " Vegan"
(https://CRAN.R-project.org/package=vegan) du logiciel R. Un
modele linéaire général (GLM) avec une distribution de poisson
tenant compte des variables climatiques recueillies et I’abondance
des trois pollinisateurs potentiels les plus couramment rencontrés
a été effectué. Enfin, la signification des paramétres estimés a été
testée par une statistique de Wald-z.

3. Résultats
3.1. Abondance relative des pollinisateurs potentiels

Les insectes pollinisateurs de M. oleifera, identifiés au cours
de I'étude appartenaient a 3 ordres. 1l s’agit de ['ordre des
Hymenoptera, Diptera et des Lepidoptera. L’ordre des
Hymenoptera était le plus représenté avec 27 espéces, suivi de
l"ordre des Diptera avec 14 espéces et celui des Lepidoptera
avec 07 especes. Les collectes nous ont permis de recenser 50
especes d'insectes pollinisateurs potentiels dans les trois zones
climatiques du Burkina Faso entre 2018 et 2019 (Tableau 1).
Les principaux insectes pollinisateurs potentiels déterminés
sont Apis mellifera (18,52%), Bombus sp (12,55%), Xylocopa
sp (3,02%) Anthophora sp (4,28 %). Les insectes pollinisateurs
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les moins collectés sont Vespa sp (0,03%), Stomoxys calcitrans
(0,07%). Les collectes en zone sud soudanienne ont permis
d’enregistrer 19 espéces d’insectes pollinisateurs comprenant
6934 individus, en zone nord soudanienne ce sont au total 30
especes avec 6814 individus tandis que 28 especes comprenant
5767 individus en zone sahélienne. Parmi les espéces
d’insectes collectées, 5 espéces ont été communes aux zones
sahélienne et nord soudanienne. Une espeéce a éte commune
aux zones nord soudanienne et sud soudanienne. Quant aux
zones sahélienne et sud soudanienne, elles présentent en
commun (7 espéeces d’insectes. Les insectes pollinisateurs
potentiels communs aux trois zomes climatiques ont été
Alophora hemiptera, Anthophora sp, Apis mellifera, Bombus
sp, Hypolimnas misippus, Sphecodes spinolosus Xylocopa sp
et Xylocopa violacea. Les espéces spécifiques a la zone nord
soudanienne étaient Lucilia caesar, Dasypholia cyanella, et
Arctia caja. En zone Sahélienne, Eristalis tenax, Chelostoma
florisomne, Calliopum aeneum, et Bombus agrillaceus ont
été des insectes pollinisateurs spécifiquement rencontres.
Quant a la zone sud soudanienne les pollinisateurs potentiels
spécifiquement rencontrés ont été Ammophila sabulasa,
Pemphredon lugubris et Sceliphron destillatorium. Le test de
Kruskall-Wallis au seuil de 5% (p-value = 0,004) montre qu’il
existe une distribution différentielle entre 'abondance relatives
des insectes pollinisateurs potentiels de moringa dans les trois
zones climatiques.

Tableau 1: Distribution spécifique des insectes pollinisateurs
potentiels de M. oleifera dans les trois zones climatiques

Nord Sud A B 1
[Nom Scientifique Sahélienne INt
soudanienne Loudanienne (% )
| Agriotypus armatus - 02 |_126 328 1168
14lophora hemiptera 178 214 258 650 13.33 |
[Amegilla cingulata 689 - - 689 13.53
| Ammophila sabulasa - - 0 90 0.46
| Anoplius marginatus - 154 138 92 1.50
| Anthophora hispanica - 84 - 84 0.43
nthophora pilipes 59 - 83 342 |1.75
[ Anthophora sp 447 72 16 835 1428
[ Apanteles sp 50 - - |§0 0.26
Apis mellifera 181 1424 2010 3615 18.52
[ Arctia caja 53 - - 53 0,27
Bombus agrillaceus - 48 - 4 0,25
[Bombus Sp 769 610 1071 2450 [12.55
Calliopum aeneum - 6 - 6 0.49
Chelostoma florisomne - 80 - 80 41
Coelopa frigida 107 102 - 09 07
Colletes succinta - |_172 |§1 53 30
[Danaus chrysippus - 236 719 955  14.89
[Dasyphora cyanella 206 |206 1,06
Eristalis tenax - 72 - 72 0.37
[Fucera longicornis - 202 0 202 11.50
Gasterophilus intestinalis | - 120 120 10,61
Gvmnochaeta viridis 142 - - 142 0.73
7 [SIDDUS 93 168 184 645 3]
L eucania impura - 48 - 48 0.25
ILucilia caesar 381 - - 381 ]1.95
egachile xanthoptera 149 - - 49 0.25
IMusca domestica |§4 - - |§4 0.17
INepheronia argia 336 - - 336 1,72
INola confusalis 51 - - 51 0,26
[Pemphredon lugubris - - 103 1103 10.53
Pieris rapae. 339 - - 339 11.74
Platystoma seminationis | - 128 - 128 10,66
Polistes fuscatus 48 - - 48 0.25
[Polistes grallicus 151 56 - 207 11.06
Pollenia rudis 75 64 - 39 J0.71
olyommatus icarus 118 - - 18 10.60
Sceliphron destillatorium | - - 65 65 0,33
Sphecodes spinolosus 346 200 9 645 1331
telis pintulatissima - 14 - 114 10.58
tomoxys calcitrans - 3 - 13 0.07
Svrphus ribesii 53 - - 53 0,27
Vespa sp 6 - - 6 0.03
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Tableau 2: Pourcentages moyens des insectes pollinisateurs

eipilallvulgari.g = 318 437 ;35 (3) % potentiels au cours des moments de la journée dans les trois
Nolocope alhifmira 1183 - - 55 TJoos] zones climatiques (test de Kruskall- Wallis au seuil de 5%)
(vlocopa pubescens 710 - - 710 [3.64
vlocopa sp 370 60 350 80 15.02 Variables Moyenne écartype P- value
vlocopa violacea 151 38 327 716 67
Ynonomeuta padella - 272 387 659 13.38 ~ . a
[fozal 6814 5767 6934 19515[100 T6t le Matin 309 0,843
Nt=nombre total de chaque espéce collecté, ABr= Abondance relative, - = espéces absente Midi 220° 0,432
0,02
Aprés Midi 123¢ 0,223
3.2. Organisation journalieres des visites des insectes pollinisateurs —
- S Tard aprés Midi 212° 0,356
potentiels dans les zones climatiques

Les insectes pollinisateurs, dans I’ensemble, sont actifs de
06 h a 18 h. Les pollinisateurs potentiels ont été classés en
03 groupes basés sur les périodes de visite dans la journée ;
(1) le premier groupe formé d’insectes matinaux (06 - 09 h)
(1) deuxieme groupe formé d’insectes des heures chaudes
(09 - 14h) (iii) le troisieme groupe composé d’insectes du
soir (14-18 h).

La figure 2 montre que les périodes d’activité des insectes
pollinisateurs varient au cours de la journée et d’une espéce a
’autre. Les résultats obtenus indiquent que certaines especes
sont présentes sur le moringa durant toute la journée, c’est le
cas de Anthophora sp. Cependant, Apis mellifera est présente
tot le matin et Xylocopa sp pendant les heures chaudes de la
journée. Le pourcentage moyen de présence des principaux
pollinisateurs potentiels est relativement élevé le matin et le
soir mais faible a midi. Ces especes visitent essentiellement
la fleur le matin ou le soir.

100 4
80
60

40

abondances absolue

E 4
1 1 | Heures
1 1
I
1 1
I ! !
Pollinisateur Anthophora sp N I II
Potentiels APis G —— 1 —_—
Bombus 5p I —_——

T
: Aprés Midi | Tard dans I'aprés Midi

| Tét le matin 1 Midi
1 1

Figure 2: Organisation des principaux pollinisateurs potentiels
de moringa au cours de la journée

Le test de Kruskal- Wallis montre qu’il existe une
différence significative entre les nombres moyens
d'insectes pollinisateurs potentiels collectés le matin,
a midi et le soir (p = 0,02) au seuil de 5%. Le test de
séparation des moyennes de Dunn au seuil de 5% appliqué
a I’organisation journaliére des pourcentages moyens de
présences des pollinisateurs potentiels de moringa montre
que le pourcentage moyen de présence des pollinisateurs
est plus important le matin . Ce nombre est relativement
moyen le soir. Par contre a midi le pourcentage de présence
d’insectes est faible (Tableau 2).

3.3. Corrélations entre 1’abondance des pollinisateurs et les
variables climatiques

Les analyses canoniques des correspondances (ACC)
effectuées avec les abondances relatives des pollinisateurs
potentiels et les variables climatiques par zone climatique ont
permis une répartition des pollinisateurs potentiels en groupes
constitués d’individus similaires suivant leur tolérance aux
variables climatiques. Les deux premiers axes notés F1 et
F2 contribuent a expliquer la corrélation a hauteur 96,4% de
I’inertie totale qui existe entre des insectes polinisateurs et les
paramétres environnementaux dans les trois zones climatiques
(figure 3). L’axe F1 présente une corrélation positive avec
la température maximale, I’humidité moyenne et la vitesse
moyenne du vent constitu¢ d’individus appartenant a la
zone nord et sud soudanienne. L’axe F2 est corrélée avec
I’humidité relative de I’air et la vitesse moyenne du vent et est
définie par les individus rencontrés dans la zone sahélienne.

Ordination Diagram

Axe 2 (20,79%)

Axe 1 (75,6%)
Figure 3: Analyse canonique de la correspondance du nombre
et de la composition de pollinisateurs potentiels trouvés dans
les zones climatiques et les conditions climatiques qui ont sévi,

package "anacor" de R. Les variables sont indiquées sur chaque fleche; la
direction des fléches indique le sens des corrélations. Le pourcentage de variance expliqué
est indiqué sur les axes.

L’analyse canonique des correspondances avec le package
" Vegan" de R montre que les facteurs environnementaux
présentant une corrélation significative avec 1’abondance
des pollinisateurs potentiels dans les zones climatiques
sont la température maximale et la pluviométrie annuelle.
L’axe 1 est définit par la pluviométrie annuelle tandis que
I’axe 2 est défini par la température maximale (Figure 4)
dans I’ACC. L’abondance relative des pollinisateurs en
zone nord soudanienne sont dans un premier temps corrélés
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négativement et dans un second temps positivement avec
la pluviométrie annuelle et la température maximale. En
zone sahélienne les pollinisateurs potentiels présentent une
forte corrélation positive avec la pluviométrie annuelle et
sont négativement corrélés avec la température maximale.
Cependant les pollinisateurs en zone sud soudanienne
semblent avoir une faible corrélation positive avec la
température et la pluviométrie.

0
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&)
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0
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Figure 4: Analyse canonique de la correspondance du nombre
et la composition de pollinisateurs potentiels trouvés dans les

zones climatiques et les conditions climatiques.
Les variables sont indiquées sur chaque fleche; la direction des fleches indique le sens des
corrélations. Le pourcentage de variance expliqué est indiqué sur les axes

L’abondance des pollinisateurs potentiels les plus couramment
rencontré est en corrélation avec les variables climatiques
(Tableau 3). Les especes Apis mellifera et Anthophora sp
Bombus sp ont ét¢ négativement corrélées dans le GLM,
avec la température maximale indiquant qu’il existe une forte
différence dans les répartitions des principaux pollinisateurs
potentiels dans les zones climatiques en réponse aux conditions
environnementales (p-value <0,05). Les résultats du GLM,
montrent que 1’abondance des principaux pollinisateurs
potentiels est positivement corrélée avec la pluviométrie dans
les trois zones climatiques. Plus la température du milieu
augmente plus le nombre d’insectes pollinisateurs diminue.

Tableau 3: Estimations, valeurs z et valeurs p associées du GLM ajusté
a la proportion de Apis mellifera, Anthophora sp, Bombus sp. *: p 0,05.

Estimate Std. Error Z value Pr(>|z|)
(Intercept) | 31.192729 | 0.770160 | 40.502 | <2e-16 ***
PIuvio. 103578 | 0005095 | 6394 | 1.61e-10 ***
annuel

t. max -0.839838 | 0.025069 | -33.501 | <2e-16 ***
t.min NA NA NA NA

humidité NA NA NA NA
vitess.ven NA NA NA NA

Signif. codes: 0 "*** 0.001 "*' 0.01 "* 0.05"'0.1"" 1

tmax=température maximale, tmin=température minimale
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4. Discussion

Les insectes pollinisateurs potentiels au Burkina Faso de M.
oleifera appartiennent a 3 ordres que sont les Hymenoptera,
les Dipteres et les Lepidoptera. Par contre Shiwani et al.,
(2018) ont indiqué que les pollinisateurs de M. oleifera en
Inde sont les Lepidoptera et les Hymenoptera. Krieg et al.,
(2017) avaient identifiés les Diptera et les Hymenoptera
comme étant d'excellents transporteurs de pollen. Selon
Iserbyt (2009), les Hemiptera et les Coleoptera ont un
role négligeable dans le transport du pollen tandis que les
Dipteres et les Hymenoptera sont d'excellents transporteurs
de pollen. Au total 50 espéces d’insectes pollinisateurs
potentiels ont été recensées sur le moringa entre 2018 et
2019. Les principaux insectes pollinisateurs potentiels
déterminés sont Apis mellifera (18,52%), Bombus sp
(12,55%), Xvlocopa sp (5,02%) Anthophora sp (4,28 %). La
présence des insectes pollinisateurs sur le moringa est lice
a la recherche de la nourriture. Leurs corps et leurs pattes
étant recouverts de poils les rendent plus aptes au transport
du pollen. Les pollinisateurs comme Xylocopa sp, Bombus
sp, Apis mellifera et Anthophora sp sont des nectarivores.
Les fleurs de moringa sont odorantes et melliferes, cette
caractéristique des fleurs de moringa attire sans doute
les insectes et surtout les abeilles (Muhl et al., 2013). Ces
résultats sont en conformité avec ceux de Krieg et al., (2017)
qui ont montrés que Apis mellifera adansonii et les fourmis
étaient des pollinisateurs courants au cours des deux saisons
en zone sud soudanienne du Burkina. Les pollinisateurs les
moins collectés sont des guépes Vespa sp (0,03%), et des
Muscidae comprenant principalement Stomoxys calcitrans
(0,07%). Les pollinisateurs tel que Stomoxys calcitrans
sont des phytophages. Dao et al, (2017) ont montrés que
Stomoxys calcitrans était la principale espéce infestant les
fruits de cultivars de Ziziphys mauritiana introduit au Burkina
Faso. Tankoano (2008) a rapporté que les auxiliaires de la
famille des Vespidae sont des prédateurs associés au jujubier
et que des pollinisateurs comme Vespa sp sont d’une moindre
mesure des prédateurs. Ouédraogo (2007) pense que la faible
mobilit¢ des Dipteres entre les arbres les transforme en
mauvais pollinisateurs pour les plantes allogames fortement
auto-incompatibles. Dans beaucoup de cas on pourrait classer
ces insectes comme étant des pollinisateurs facultatifs lorsque
les pollinisateurs traditionnels a savoir les Lepidoptera et
les Hymenoptera sont moins abondants dans le milieu. Les
collectes en zone Sud soudanienne ont permis d’enregistrer
19 especes d’insectes pollinisateurs comprenant 6934
individus, 30 especes d’insectes pollinisateurs avec 6814
individus en zone nord soudanienne et 28 especes d’insectes
pollinisateurs comprenant 5767 individus en zone sahélienne.
Ces résultats montrent que l'altération de ['habitat, affectent
les insectes pollinisateurs. La disponibilité de la récompense
pour les insectes pollinisateurs potentiels pourrait variée
selon la zone climatique. Des études récentes montrent que
certains  pollinisateurs suivent le changement climatique
en se deplacant latitudinalement et en altitude, alors que
d'autres ne le font pas (Rafferty., 2007). La répartition des
especes d’insectes collectés nous a permis de constater
que huit especes d’insectes sont communes aux trois zones
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climatiques du Burkina Faso. Les pollinisateurs potentiels
communs aux trois zones climatiques sont : Alophora hemiptera,
Anthophora sp, Apis mellifera, Bombus sp, Hypolimnas
misippus, Sphecodes spinolosus Xylocopa sp, xylocopa violacea.
Ces insectes pollinisateurs pourraient dans une moindre mesure
étre consideres étant les pollinisateurs pérennes et de moringa
et dont la plus part sont Hymenoptera. L ’abondance des abeilles
sur le moringa dans les trois zones climatiques est en partie
liée au fait que ce groupe d'insectes est le plus important et le
plus spécialisé parmi les insectes pollinisateurs. Des travaux
menés par Gonzalez et al., (2009) ont montrés que des groupes
d’insectes tels que les Diptera sont abondamment observés dans
des sites particulierement plus froides et plus humides au Antilles
et ce qui n’est pas nécessairement due a une préférence sélective
des mouches mais au fait qu’elles sont moins affectées par
rapport aux autres groupes. Par contre nos résultats corvoborent
ceux de Marniche et al., (2007) qui ont montrés que les abeilles
domestiques, en particulier; sont pratiquement omniprésentes,
tout en ne représentant qu 'un peu plus du tiers des proies dans le
parc National de I'lchkeul en Tunisie.

Les pollinisateurs potentiels du moringa principalement
rencontrés le long du gradient climatique sont insectes de la
famille des Apidae. A. mellifera est fortement présente les
matins et/ou les soirs qui sont des périodes de forte production
de nectar par les fleurs de Moringa oleifera. ’incidence des
pollinisateurs semble se situ¢ au moment de la journée ou la
température de I’air augmente (Mena-Montoya et al., 2020).
Des résultats similaires ont ét¢ obtenus sur le tamarinier par
Diallo et al., (2014) qui ont indiqués que 4. mellifera est connu
comme un pollinisateur a distance et avec forte probabilité
d’étre attiré par le dépdt de miellat. Les pollinisateurs comme
Bombus sp sont beaucoup présents aux heures chaudes ou la
production du nectar est faible ou presque nul. A. mellifera
est également la seule espeéce qui visite les fleurs tout au long
de la journée. Le comportement de ces pollinisateurs potentiels
de moringa semble comparable aux résultats obtenus par
Diallo et al., (2014) sur le Tamarindus indica. Des travaux sur
d’autres especes (Dao et al., 2017) sur le Ziziphus mauritiana;,
(Mounioko et al., 2017) le long de la cote atlantique au
Cameroun ont montrés que I’activité quotidienne des insectes
est un parametre essentiel pour déterminer les moments de la
journée ou s’effectue le contact entre I’hote et I'insecte.

L'activit¢ liée a la recherche de nourriture des insectes
pollinisateurs potentiels a montré une corrélation négative
avec les facteurs climatiques : la température maximale et la
pluviométrie annuelle. Les caractéristiques météorologiques
semblent jouées un role important dans la fluctuation du taux
de présences des insectes pollinisateurs (Kumar et al., 2012).
Les pollinisateurs en zone nord soudanienne sont corrélés
négativement avec la pluviométrie annuelle et positivement
avec la température maximale. En zone sahélienne les
pollinisateurs potentiels présentent une forte corrélation
positive avec la pluviométrie annuelle et sont négativement
corrélés tres significativement avec la température maximale.
Cependant les pollinisateurs en zone sud soudanienne semblent
avoir une faible corrélation positive avec la température et
la pluviométrie. Cela montre que les insectes pollinisateurs
pourraient étre sensibles de la température du milieu. Des
résultats comparables obtenus par Abrol, (2012), Kumar et
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al., (2012) ont rapporté que l'activité de recherche de nourriture
de Megachile lanata sur des fleurs de Crotalaria juncea L. était
positivement corrélée avec la température de l'air, l'intensité
lumineuse, le rayonnement solaire et le sucre de nectar mais était
négativement corrélée avec 'humidité relative, la température
du sol. Les résultats du GLM, montrent que 1’abondance de
Apis mellifera et de Anthophora sp a été négativement corrélée,
avec la température maximale indiquant qu’il existe une forte
différence dans la répartition des principaux pollinisateurs
potentiels dans les zones climatiques en réponse aux conditions
environnementales (p-value <0,05). lls montrent que I’abondance
de ces deux pollinisateurs potentiels est positivement corrélée
a la pluviométrie annuelle dans les trois zones climatiques. 11
en résulterait qu’a ’augmentation de la température s’ensuit
une diminution du nombre d’insectes pollinisateurs. Les
précipitations et la température affectent de maniére significative
la composition et I’'importance des pollinisateurs mais de manicre
différente selon les habitats considérés (Gonzalez et al., 2009).
Cependant la corrélation devient plus significative (p-value
<0,05) dans la zone sahélienne avec un nombre beaucoup plus
réduit de pollinisateurs potentiels. Cette tendance a ét¢ également
constatée par Espindola et al., (2011), qui ont montrés que les
précipitations annuelles et les températures au cours des saisons
les plus chauds étaient fortement corrélées (respectivement,
positivement et négativement) avec les proportions relatives de
P, grisescens et P phalaenoides. 11 ressort que les facteurs tels
que la température et I’humidité relative de I’air modifieraient la
composition des groupes de pollinisateurs et auraient donc une
influence sur la dynamique de I’interaction entre M. oleifera et
ses principaux insectes pollinisateurs.

5. Conclusion

Trois ordres d’insectes pollinisateurs potentiels ont été
identifiés sur le M. oleifera dans les trois zones climatiques
au Burkina Faso. Les principaux insectes pollinisateurs
potentiels déterminés sont Apis mellifera (18,52%), Bombus sp
(12,55%), Xylocopa sp (5,02%) Anthophora sp (4,28 %). Les
pollinisateurs potentiels communs aux trois zones climatiques
sont: Alophora hemiptera, Anthophora sp, Apis mellifera,
Bombus sp, Hypolimnas misippus, Sphecodes spinolosus
Xylocopa sp, xylocopa violacea. L’abondance relative de Apis
mellifera et de Anthophora sp a ét€ négativement corrélée, avec
la température maximale et positivement avec la pluviométrie
annuelle. Les caractéristiques météorologiques semblent
jouées un role important dans la composition et I’importance
des insectes pollinisateurs. A travers 1’étude des pollinisateurs
du M. oleifera, il s’avere nécessaire de prendre en compte
le facteur «insectes pollinisateurs» dans les programmes
d’amélioration de rendements de la culture, afin d’obtenir des
rendements en fruit plus élevés par unité de surface cultivée.
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Dynamique spatio-temporelle et vulnérabilité des unités d’occupation du sol de la Forét
Classée de Pénéssoulou de 1995 a 2015 (Bénin, Afrique de I’Ouest)

Léonce Ogougbé Sourou Nounagnon DOSSA', Gbéwonmédéa Hospice DASSOU!, Aristide Cossi
ADOMOU!, Fiacre Codjo AHONONGA?, Sévérin BIAOU2.

Résumé

Les modes d'utilisation des terres sont décisifs pour la conservation de la biodiversité et du développement durable. Au Bénin, les
aires protégées sont pour la plupart dotées de plan d’aménagement pour leurs gestions durables et pour satisfaire les besoins de
la population locale. Cependant, la plupart de ces aires protégées sont dans un état de dégradation poussée, dii a diverses formes
d’occupations non conformes aux objectifs des plans ¢laborés. Au nombre de ces aires, la Forét Classée de Pénéssoulou qui, de par
ses caractéristiques écologiques, mérite d’étre étudié. La présente étude vise donc a analyser la dynamique et la vulnérabilité des
unités d’occupation des terres de la Forét Classée de Pénéssoulou de 1995 a 2005 et de 2005 a 2015. Elle a été réalisée a travers une
interprétation visuelle des images SPOT renforcée par le contréle terrain permettant ainsi de ressortir les changements intervenus
dans la couverture forestiére au cours des deux périodes d’étude (1995 a 2005) et (de 2005 a 2015). Pendant la période 1995-2005,
les observations réalisées révelent une régression des champs cultivés, des jacheres et des savanes arborées et arbustives au profit
des plantations ou des formations foresti¢res plus denses. Dans la méme période, le taux annuel d’amélioration (4,67%) est plus
¢élevé alors que les taux de dégradation (0,25%/an) et de reconstitution (0,05%/an) sont faibles. Au cours de la décennie 2005-2015,
on note plutot une tendance alarmante avec I’accroissement des cultures et des jachéres. Cette période est marquée par un taux
d’amélioration (de 0,39%/an), un taux de dégradation évoluant de 0,25% a 3,79%/an et une déforestation estimée a 0,01%/an. Il
ressort de cette étude que la politique forestiére doit étre repensée, en vue d’une meilleure protection et d’une restauration de la forét.

Mots clés : Occupation du sol ; dégradation ; déforestation ; vulnérabilité ; restauration.

Abstract

Land use patterns are crucial for biodiversity conservation and sustainable development. In Benin, most protected areas have
management plans for their sustainable management and to meet the needs of the local population. However, most of the reserved
forests are in a state of deep degradation, due to various forms of occupation not in accordance with the objectives of the plans drawn
up. Among these areas, Pénéssoulou Forest Reserve because of its ecological characteristics deserves to be studied. The present
study therefore aims to analyze the land use units dynamics and vulnerability in Pénéssoulou Forest Reserve from 1995 to 2005 and
from 2005 to 2015. It was carried out through a visual interpretation of SPOT image reinforced by field monitoring which made
it possible to highlight the changes in forest cover for the two periods studied (from 1995 to 2005) and (from 2005 to 2015). The
results reveal that field fallow lands and shrub-tree savannas regressed while plantations or denser forest formations took over from
1995 to 2005. In the same period, the annual rate of recovering (4.67%) was high while the rate of degradation (0.25%/year) and
replenishment (0.05%/ year) were low. During the decade 2005-2015, there had been an alarming trend with the increase in crop
land and fallows. This period showed an improvement in the covering rate (0.39%/year), the degradation rate having been increased
from 0.25% to 3.79%/year and the deforestation rate having been estimated to 0.01%/year. This study shows that forest policy must
be rethought, in order to improve the protection and the restoration of the forest.

Keywords : Land use; degradation; deforestation; dulnerability; destoration.
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INTRODUCTION

Les écosystémes forestiers tropicaux constituent un immense
réservoir de biodiversité (FAO et PNUE, 2020) qui comble de
nombreux besoins de base de la population locale (Brondizio
et al.,2019; Gouwakinnou et al., 2019; Schipper et al., 2020;
Yue et al., 2020). Cette biodiversité est dans un processus
d’effondrement via des pressions anthropiques (Correa
et al., 2016; Haddad et al., 2015); ce qui déséquilibre la
fonction écologique des foréts et qui participe au changement
climatique (Schwartz et al, 2017). Cette situation prévaut
dans le monde qui connait une augmentation galopante de
la population humaine ainsi que I’expansion des terres pour
’agriculture (Chidumayo et Marunda, 2010). Le changement
d’occupation du sol et I’utilisation des terres qui se pratiquent
en ignorant les principes d’aménagement forestier durable
induisent la fragmentation des foréts (Bogaert et al., 2011;
Haddadezal.,2015;Kouagouetal.,2019). Cette fragmentation

des foréts modifie la configuration du paysage et participe
a la perte de la diversité des plantes (Kouagou et al., 2019;
Zhang et al., 2014). En effet, au-dela de ses conséquences
sur la structuration du paysage, les perturbations naturelles
et anthropiques sont largement connues comme étant le
moteur de réduction du couvert forestier et de la diversité
des espéces dans une communauté végétale (Shrestha et
al, 2013). C’est dans ce sens que plusieurs études ont mis
en évidence la réduction du couvert végétal en utilisant les
images satellitaires (Ahononga et al., 2020; Biaou et al.,
2019; Hassan et al., 2016; Iwuji et al., 2017; Mamane et al.,
2018; Sikuzani et al., 2020; Temgoua et al., 2018). Pour ces
auteurs, les écosystémes forestiers naturels ont régressé au
profit des ceuvres anthropiques, notamment les champs et les
habitations. Dans le méme courant, la (FAO & PNUE, 2020)
dans leur rapport annuel ont montré que pendant la période
2010-2020, le couvert forestier a perdu une superficie de 4,74

&



REV. RAMRES - VOL.09 NUM.02. 2021** ISSN 2424-7235

millions d’hectares par an dont la part de 1’Afrique dans la
méme période est la plus importante (3,94 millions d’hectares
par an, soit 83,12% du taux annuel) (FAO et PNUE, 2020).

A T’instar des pays afticains, les écosystemes forestiers du
Bénin sont soumis a des pressions anthropiques et climatiques
de plus en plus prononcées (Amagnide et al., 2015; Arouna
et al., 2016; Biaou ef al., 2019). L’économie du pays étant
basée sur le secteur primaire selon I’Institut National de la
Statistique et de I’ Analyse Economique (RGPH-4, 2016), les
foréts subissent par conséquent un changement qui conduit
a la perte des formations forestieres naturelles. Au-dela des
champs et des jacheres qui contribuent a la régression de la
surface des aires protégées, lesquelles font également 1’objet
d’exploitation foresticre illégale (Adjonou ef al., 2010; Sanon
et al., 2019) et d’occupation a but pastoral (Amahowe ef al.,
2018). Aussi, la variabilité¢ climatique en cours n’est-elle
pas sans conséquence sur la dynamique de ces écosystemes
forestiers. Selon Biaou et al. (2019) et Imorou et al. (2019),
I’ampleur des pressions anthropiques affecte les aires dédi¢es
a la conservation de la biodiversité.

Parmi les foréts subissant les pressions anthropiques, figure
la forét classée de Pénéssoulou (FCP) qui est située en zone
guinéo-soudanienne. Pénéssoulou est une région nettement
plus humide et aux caractéristiques trés proches de celles des
régions humides du sud-Bénin tant du point de vue du climat
que de la végétation.

Malheureusement, entourée par quatre grands villages dont
Pactivité principale est 1’agriculture, la FCP est sujette a une
importante pression anthropique. Afin d’inverser la tendance,
cette forét a bénéficié de 1’¢laboration d’un premier plan
d’aménagement participatif en 1998 pour une période de dix
ans. Ce plan a été élaboré avec I’appui du Projet de Restauration
des Ressources Foresticres dans la région de Bassila (PRRF).
La mise en ceuvre de ce plan d’aménagement a été effective
jusqu’en 2004. Des actions d’aménagement limitées se sont
poursuivies jusqu’en 2013 ou la gestion de la FCP a été ensuite
confiée a I’Office National du Bois (ONAB) qui a relancé le
processus de gestion durable des ressources de la forét.

Dans de pareils contextes de difficulté d’ancrage institutionnel,
de pression anthropique et de particularité climatique, une
analyse historique de la dynamique de I’occupation du sol
permettra d’évaluer le niveau de conservation ou la mise en
ceuvre du plan d’aménagement du patrimoine forestier. Ceci
constitue une priorité pour la réussite de la mise en place des
stratégies efficaces de conservation de la diversité biologique
ainsi que des actions qui maintiendraient ou établiraient un
équilibre dans 1’écosystéme forestier. Assurément, le maintien
de la biodiversité nécessite la compréhension de la dynamique
de I'utilisation des terres pour mieux instaurer des stratégies
de restauration des écosystemes dégradés. La plupart des
travaux effectués sur les changements d’occupation des sols,
notamment la classification de la végétation par le traitement
d’images satellitaires ( Mama et al, 2015; Mamane et al.,
2018; Temgoua et al., 2018; Biaou ef al., 2019; Mawenda et
Watanabe, 2020) ont fait ressortir I'importance de ces mesures
et ont dégagé les stratégies convenables pour la reconstitution
des formations dégradées. Ces études mettent en évidence une
tendance généralisée des changements dans la composition du
paysage. Le niveau de vulnérabilité des unités d’occupation
du sol doit étre €lucidé, pour orienter des stratégies ciblées
de préservation. Cette étude vise : a analyser la dynamique
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de I'occupation des terres et a faire ressortir le niveau de
vulnérabilité des différentes unités d’occupation du sol.

MATERIEL ET METHODES
MILIEU D’ETUDE

Cette étude s’est focalisée sur la forét classée de Pénéssoulou
(5.559 ha) située au centre-Bénin entre 9°14” et 9°19° de
latitude Nord et entre 1°30” et 1°38’ de longitude Est (Figure
1), dans la commune de Bassila (Département de la Donga).
Elle se situe dans la zone de transition guinéo-soudanienne
et dans le district phytogéographique de Bassila qui est
essentiellement constitué de foréts denses semi-décidues, de
savanes boisées et de foréts ripicoles (Adomou, 2005). Ce
district, nettement plus humide (1100 a 1300 mm de pluie)
que ceux environnants, a des caractéristiques trés proches de
celles des régions humides du sud-Bénin, tant du point de vue
du climat que de la végétation (Adomou, 2005). Le climat est
caractérisé par deux saisons qui s’alternent entre une saison
de pluie couvrant la période de la mi-avril a la mi-octobre et
une saison seche s’étalant de la mi-octobre a la mi-avril. Les
sols sont en majorité de types ferrugineux tropicaux. Mais on
y rencontre aussi des sols hydromorphes dans les dépressions
et des sols ferralitiques par endroits. Pour la reconstitution du
couvert végétal, les projets et les autres structures de gestion
ont installé des plantations forestieres de Tectona grandis, de
Gmelina arborea et de Anacardium occidentale.

Laplupart des grands mammiferes ont disparu de la région, du
fait de la chasse illégale qui est pratiquée en toute période de
I’année. La région est occupée par une multitude de groupes
ethniques notamment les Anii, les Nagot, les Kotokoli, les
Peulh, les Otammari et les Lokpa. Les zones riveraines de
la réserve forestiere sont caractérisées par la prédominance
d’exploitations agricoles. L’agriculture la principale activité
des populations est de type extensif avec une dominance des
cultures de I’igname et du coton.
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Figure 1 : Situation géographique de la forét classée de Pénéssoulou.

Collecte de données

Les données essentielles utilisées sont constituées d’images et
de données auxiliaires. Les images satellitaires SPOT (Pivot
1995, 2005 et 2015), couvrant la forét classée (Tableau 1),
sont celles acquises aupres du Projet d’Observation Spatiale
des Foréts d’Afrique Centrale et de I’Ouest (OSFACO)
(www.osfaco.org). Les images satellites réalisées en saison
séche ont ¢té retenues afin de favoriser la discrimination
des unités d’occupation du sol. Les données auxiliaires sont
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constituées des cartes topographique du Bénin (1/50 000°),
du réseau routier, du réseau hydrographique et de délimitation
des foréts classées. Une mission de contrdle-terrain a été
effectuée de Novembre a Décembre 2019 dans les différentes
unités d’occupation du sol aux fins de vérification terrain.
Elle a porté sur 150 points qui ont été¢ enregistrés avec le
GPS Garmin 78. Le logiciel Google Earth Pro a été utilisé
pour faciliter la discrimination et I’interprétation visuelle des
unités d’occupation du sol des images.

Tableau 1 : Description des données satellitaires utilisées

i Résolution
Année Images .
spatiale

SPOT3-HRVIRT-XS_19950203-T02931-404_
L1C_062-332-0 D _V1-0 PYR _ALL 20m

1995 SpOT3-HRVIR1-XS_19951208-102456-076 _
L1C_061-331-0 D _V1-0 PYR_ALL 20m
SPOT4-HRVIR1-XS 20050421-101525-330
L1C_062-331-0 D _V1-0 PYR _ALL 20m

2005 SPOT4-HRVIRI-XS 20051216-101744-473
L1C_062-332-0 D _V1-0 PYR _ALL 20m
IMG_SPOT6 MS 201512090957539

2015 SEN 1948944101 ORT 20170322 6m

Traitement des images satellitaires

Pour le pré-traitement, toutes les images avaient déja fait
I’objet de corrections radiométrique et géométrique par le
fournisseur, dans le référentiel UTM-31 WGS-84 Nord. Pour
homogénéiser la taille de pixels & 6 m de résolution, un ré-
¢chantillonnage a été appliqué avant ’acquisition des images.
Ces opérations ont été réalisées afin d’augmenter la lisibilité
des images, de faciliter leur interprétation et pour permettre
I’assemblage d’images d’une méme région (Biaou et al.,
2019 ; Ahononga et al., 2020). Les outils d’extraction et de
mosaique (ou d’assembalge) des images ont été appliqués.

L’interprétation visuelle a été effectuée grace a 1’approche
de la photo-interprétation des images sous le logiciel
QGIS remote sensing. Pour faciliter les extractions et la
stratification homogene des unités d’occupation du sol, une
composition colorée fausse couleur associant le canal 3 pour
I’infrarouge, le 2 pour le rouge et le canal 1 pour le vert, au
systéme d’affichage Rouge, Vert et Bleu, a ét¢ appliquée
(Figure 2). La composition colorée et les points de controle-
terrain et le fond d’image Google Earth ont servi de base pour
I’interprétation des images de 2015. La limitation des unités
d’occupation a été facilitée par la signature spectrale des
principaux objets terrestres (couleur, ton, structure, texture,
forme et localisation). Les images de 2005 ont ét¢ ensuite
interprétées en se servant de celle de 2015 et du fond d’image
d’archive de Google Earth de 1’année 2005. Les images de
1995 ont été interprétées sur la base de celles de 2005 et du
fond d’image d’archive de Google Earth de I’année 1995.

La validation des images interprétées a nécessité un controle-
terrain. Cette opération a consisté a collecter les données sur
des unités thématiques a interpréter. Les zones a vérifier ont
été identifiées sur les images a I’aide de leurs coordonnées
géographiques enregistrées dans le GPS (150 points). Les
coordonnées intégrées ont servi aprés Vérification des
¢léments non précis, a apporter des corrections actualisant
la toponymie (Ahononga et al., 2020). Cette opération de
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vérification ne concerne que l’interprétation des images
de 2015. A cet effet, un échantillon de 150 points collectés
dans les différentes unités d’occupation des terres ont permis
d’évaluer la précision globale et de calculer le coefficient de
Kappa suite a la réalisation de la matrice de confusion. Ce
controle-terrain a été effectué pendant la période comprise
entre novembre et décembre 2019. En ce qui concerne celles
de 2005 et de 1995, elles ont été validées grace sur la base des
images archives de Google Earth. Pour affiner I’ interprétation
des images, les observations et les suggestions des populations
et des personnes ressources ont été prises en compte.

Les différentes unités d’occupation du sol ont été définies et
cartographiées conformément a la nomenclature du Projet
OSFACO, décrite par Ahononga et al., 2021.

G 15 - N WA X PR e

Figure 2: Compositions colorées et le mosaiquage des images
SPOT 1995 (A) et de 2005 (B)

Analyse de la dynamique de ’occupation du sol

L’analyse des changements spatiaux a été mise en évidence
par croisement deux a deux des cartes d’occupation du sol. Ce
croisement a permis d’obtenir la matrice de transition pour les
périodes 1995-2005 et 2005-2015, grace au module Analysis
Tools d’ArcGIS. La comparaison des cartes d’occupation du
sol pour trois années (1995, 2005 et 2015) a permis de faire
ressortir les modifications en termes de gain, de perte ou de
stabilité selon le cas de chaque unité d’occupation du sol.
L’évaluation de I’évolution des unités d’occupation du sol a
été effectuée par le calcul du taux d’évolution (Tv) utilisé par
Coulibaly et al. (2016) et Ahononga et al. (2020).

Tv (%) = (= — 1) x100

avec Sl la superficie de I'unité¢ d’occupation du sol a I’année
1 et S2 la superficie de I’'unité d’occupation du sol a I’année 2

Lorsque Tv (%) est négatif, il s’agit d’une régression de
I’unité d’occupation du sol de I’année 1 a 2, dans le cas
contraire un taux positif; implique une augmentation de
I’unité d’occupation du sol de I’année 1 a 2 et au cas ou le
taux est nul, on parle de stabilité de ’unité d’occupation du
sol de I’année 1 a 2.

Analyse des catégories de changement au sein de la FCP

Pour évaluer la dégradation et la déforestation au sein de
la forét classée, des regroupements basés sur la matrice de
transition des unités d’occupation du sol ont été effectués.
Ces regroupements inspirés de Wasseige et al. (2009),
permettent d’interpréter les différents types de changement.
Ainsi la dégradation est considérée comme une diminution
de la densité des formations forestieres naturelles; tandis que
la déforestation est associ¢e a une conversion des formations
foresti¢res naturelles en plantations et autres formations non
foresticres ; en revanche I’amélioration c’est I’augmentation
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contre la reconstitution naturelle correspond a la conversion des
plantations et autres formations non forestieres en formations
forestiéres naturelles. A partir de ces regroupements, le taux
global de déforestation, de dégradation, de reconstitution et
d’amélioration est calculé par la formule de Wasseige et a/. (2009)
utilisée par Tchatchou ez al. (2015) et Ahononga et al. (2020). Le
taux annuel de déforestation, de dégradation, de reconstitution et
d’amélioration a été obtenu respectivement en divisant le taux de
déforestation, de dégradation, de reconstitution et d’amélioration
par le nombre d’années d’étude.

Le taux global de déforestation T (Def) a été calculé par la
formule suivante

T (Def) = % x 100

Defest la déforestation brute et S1 représente la superficie des
formations forestiéres naturelles (FFN) de I’année t,

Le taux global de dégradation T(Dg) est calculé par la formule
suivante :

Dg
T{(Dg) = 51 * 100

Dg est la dégradation brute et S1 représente la superficie des
formations forestieres naturelles (FFN) de I’année t,

Le taux global de reconstitution T(Rec) a été calculé par la

formule suivante : Rec

T {Rec) = <7 * 100

Rec est la superficie de reconstitution brute et S1 représente
la superficie des formations forestiéres non naturelles (FNN)
de I’annee t,

Le taux global d’amélioration T(4m) a été calculé par la
formule suivante : Am
T{dm)= — x 100

51
Am est la superficie d’amélioration brute et S1 représente la
superficie des formations forestieres non naturelles (FNN)
de I’année t,

Analyse de la vulnérabilité des unités d’occupation du sol

La matrice de transition a permis de calculer la superficie
perdue ou gagnée par chaque classe d’occupation du sol. La
statistique de perte ou de gain a été utilisée pour analyser la
vulnérabilité au changement de chaque unité d’occupation
du sol. Cette vulnérabilité a été respectivement calculée a
’aide du ratio Gain/Stabilité (Gs=g/s), le ratio Perte/Stabilité
(Ps= p/s) et le ratio Changement Net/Stabilit¢ (Ns = Gs-Ps)
(Ahononga et al., 2020 ; Biaou et al., 2019). La valeur des
différents ratios a permis de réaliser les histogrammes. La
valeur négative de Ns suggere que la classe d'occupation du
sol présente une forte probabilité de perdre des superficies
(Ahononga et al., 2020).

RESULTATS
Evaluation de ’exactitude de Pinterprétation visuelle

La validation de ces images réalisée a partir du calcul de
I’indice de Kappa et de la matrice de confusion montre que
le traitement de ces images a une discrimination significative
bien qu’il existe une certaine confusion pour les classes
définies. La précision globale de I'image de 1995 est de
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96% avec un indice de Kappa de 0,93 (Tableau 2). En ce qui
concerne les images de 2005 et 2015, les précisions globales
sont respectivement de 96% et 97% avec un indice de Kappa
respectif de 0,94 et 0,96 (Tableaux 3 et 4). Ces valeurs de
I’indice de Kappa traduisent un accord presque parfait de la
qualité de I’interprétation des images. Les différentes unités
d’occupation du sol ont obtenu de meilleurs taux de précision
(Tableaux 2, 3 et 4).

Tableau 2 : Matrice de confusion des images SPOT de 1995.

INTERPRETATION VISUELLE 1995

Référence terrain  FD FGFR FCSB SASa PTFR CJ PTFT HA TOTAL PU (%) Co (%)
FD 18 1 1 0 0 0 0 0 20 90 10
FGFR 0 16 1 0 0 0 0 0 17 94 6
FCSB 1 0 12 1 0 0 0 0 14 86 14
SASa 0 0 0 91 0 0 0 0 91 100 0
PTFR 0 0 0 0 1 0 0 0 1 100 0
cJ 0 0 0 1 0 3 0 0 4 75 25
PTFT 0 0 0 0 0 0 1 0 1 100 0
HA 0 0 0 0 0 0 0 1 1 100 0
TOTAL 19 17 14 93 1 3 1 1 150 0 0
PP 95 94 86 98 0 100 100 100

Om (%) 5 14 2 0 0 0 0

PG (%) : 96; Indice de Kappa : 0.93

FD:Forét dense semi-décidue, FGFR: Forét galerie, FCSB: Forét claire et savane boisée, SASa : Savane arborée et arbustive,
PTFR: Plantation forestiére, PTFT: Plantation fruitiére, CJ: Culture et jachére, HA: Habitat, PG : Précision Globale, Om :
Omission ; Co : Contamination, PP : Précision du producteur, PU : Précision de I utilisateur

Tableau 3: Matrice de confusion des images SPOT de 2005.

INTERPRETATION VISUELLE 2005
FD FGFR FCSB SASa PTFR CJ PTFT HA TOTAL PU (%)

Reéférence terrain Co (%)

FD 35 0 1 0 0 0 0 0 36 97 3
FGFR 1 18 0 0 (U] 0 0 19 95 5
FCSB 0 0 35 1 (U] 0 0 36 97 3
SASa 0 0 1 51 0 0 0 0 52 98 2
PTFR 0 0 0 1 2 0 0 0 3 66 33
cJ 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0
PTFT 0 0 0 0 1 0 1 0 2 50 50
HA 0 0 0 0 (U] 0 1 1 1 0
TOTAL 36 18 37 53 301 1 1 150

PP (%) 97 1 95 96 67 1 1 1

Om (%) 3 0 5 4 33 0 0 0

PG (%) : 96 ; Indice de Kappa : 0,94

FD:Forét dense semi-décidue, FGFR: Forét galerie, FCSB: Forét claire et savane boisée, SASa : Savane arborée et arbustive,
PTFR: Plantation forestiére, PTFT: Plantation fruitiére, CJ: Culture et jachére, HA: Habitat, PG : Précision Globale, Om :
Omission; Co : C ination, PP : Précision du producteur, PU : Précision de I utili:

Tableau 4 : Matrice de confusion des images SPOT de 2015.

INTERPRETATION VISUELLE 2015
FD FGFR FCSB SASa PTFR CJ PTFT HA TOTAL PU (%)

Référence terrain Co (%)

FD 10 1 0 0 [ 0 0 11 91 9
FGFR 1 17 0 0 0 0 0 0 18 95 5
FCSB 0 0 35 1 0 0 0 0 36 97 3
SASa 0 0 1 69 0 0 0 0 70 98 2
PTFR 0 0 0 0 6 0 0 0 6 1 0
cJ 0 0 0 1 0 4 0 0 5 80 20
PTFT 0 0 0 0 0 0 3 0 3 1 0
HA 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
TOTAL 11 18 36 71 6 4 3 1 150

PP (%) 91 94 97 97 1 1 1 1

Om (%) 9 6 3 3 [ 0 0

Précision globale : 97 ; Indice de Kappa : 0,96
FD: Foréts dense semi-décidue, FGFR: Forét galerie, FCSB: Forét claire et savane boisée, SASa : Savane arborée et arbustive,
PTFR: Plantation forestiére, PTFT: Plantation fiuitiére, CJ: Culture et jachére, HA: Habitat, PG : Précision Globale, Om :
Omission ; Co : Cc ination, PP : Précision du producteur, PU : Précision de I utili:

Etat de référence des unités d’occupations du sol

L’interprétation des images a permis d’identifier huit
catégories d’occupation de sol a savoir les foréts denses
semi-décidues, les foréts galeries, les foréts claires, les
savanes boisées, les savanes arborées et arbustives, les
plantations fruitiéres, les plantations forestiéres, les cultures
et les jachéres ainsi que les habitations. Les matrices de
transitions des occupations du sol de 1995 a 2005 et de 2005
a2015 sont présentées respectivement a travers les Tableaux
S5et 6. En 1995, les écosystémes étaient dominés par les
savanes arborées et arbustives ainsi que par les foréts denses
semi-décidues qui occupaient prés de 75% de la superficie
de la forét classée (Tableau 5). En 2005, les foréts denses
semi-décidues, les foréts claires et les savanes boisées ainsi
que les savanes arborées et arbustives occupent plus de 87%

&



Science de la vie, de la terre et agronomie

de la FCP (Tableau 5). Par contre en 2015, on note un retour
a la prédominance des savanes arborées et arbustives ainsi
que les foréts denses semi-décidues qui occupent ensemble
moins de 75% de la superficie de la forét (Tableau 6).

REV.RAMRES - VOL.09 NUM.02 2021** ISSN 2424-7235

Localités

@ Chel beu dAmondssement
* Vilage

= Hameau

=== Coursd'aau

Tableau 5 : Matrice de transition de 1’occupation du sol de 1995 a 2005

OCCUPATION
DU SOL 1995

OCCUPATION DU SOL 2005

FGFR

FCSB

SASa

PTFR

PTFT

CJ

TOTAL
1995

Perte

FD
FGFR
FCSB
SASa
PTFR
PTFT
(e8]
HA

0
133
5
1231
10

0

16

0

0

0

0
21

0

0
0
0
8
0
7
0
0

© o © o © o

34
0

727

0

TOTAL 2005

1337

1395

1987

117

15

34

Gain

611

671

1390

11

71

8

0

FD: Foréts denses semi-décidues, FGFR: Forét galerie, FCSB: Forét claire et savane boisée, SASa
arbustive, PTFR: Plantation forestiére, PTFT: Plantation fiuitiére, CJ: Culture et jachére, HA: Habitat.
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Figure 3 : Etat d’occupation du sol dans la forét classée de

Tableau 6 : Matrice de transition de I’occupation du sol de 2005 a 2015.

OCCUPATION
DU SOL 2005

OCCUPATION DU SOL 2015
FCSB PTFR

TOTAL

2005 Perte

FD  FGFR SASa PTFT CJ

Pénéssoulou en 1995.

337500

347500
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0
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0
0
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22

0
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1472

0
0
6
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0
1
8
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0
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0
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0

6
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0

0
12
0

1337
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1395
1987
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3
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1
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TOTAL 2015
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112
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1
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FD: Foréts denses semi-décidues, FGFR: Forét galerie, FCSB: Forét claire et savane boisée, SASa : Savane arborée et
arbustive, PTFR: Plantation forestiére, PTFT: Plantation fiuitiére, CJ: Champs et jachére, HA: Habitat.

Conversion et vulnérabilité des unités d’occupation du
sol de 1995 a 2015

Le niveau de vulnérabilité et de conversion des unités
d’occupation du sol étaient fonction de la période.
L’analyse des statistiques et des cartes montrent qu’entre
1995 et 2005 (Figures 3 et 4), les superficies des champs
et des jachéres (-68,75%) et celles des savanes arborées
et arbustives (-43,24%) ont connu une forte régression au
profit des plantations forestieres (112,72%), des plantations
fruitiecres (114,28%) et des formations forestieres
naturelles dont les foréts claires, les savanes boisées,
les foréts denses semi-décidues (83,91%), ainsi que les
foréts galeries (27,82%) (Figure 6). De facon générale les
savanes arborées et arbustives ont été les plus vulnérables
(Ns négatif), accompagnées de la disparition d’une grande
superficie des champs et des jacheéres (Figure 7a). Les
plantations forestiéres et fruitiéres, les foréts claires et
les foréts denses semi-décidues ont connu un gain de leur
superficie, largement supérieur aux pertes (Figure 7a).

Par contre, la période de 2005 a 2015 (Figure 4 et 5) est
marquée par une importante diminution de la superficie
des foréts denses semi-décidues (-68,58%). En revanche,
on note des progressions au niveau des superficies des
champs et des jachéres (446,15%), des plantations
forestieres (646,66%), des plantations fruitiéres (99,14%)
et des savanes arborées et arbustives (31,96%) (Figure
5). Ces formations ont connu un taux de gain supérieur
aux pertes (Figure 7b). Par contre, les foréts denses semi-
décidues ont été les plus vulnérables a la perte de superficie
(Figure 7b).
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Figure 7: Vulnérabilité des occupations du sol de 1995 a 2015.
Déforestation et dégradation des formations forestiéres

Aucoursdelapériode 1995-2005, les formations forestieres
naturelles et les plantations ont connu un accroissement
annuel variable de leur superficie a savoir respectivement
+0,01% et +11,37%/an alors que les formations non
forestieres (-6,78%) ont connu une régression de leur
superficie (Figure 8c). Les taux de déforestation (0,00%)
et de dégradation (0,25 %) restent trés faibles pendant cette
période et il y a une amélioration des écosystémes naturels
de la forét classée (4,67%) (Figure 8a). Par contre, on
note une augmentation du taux de déforestation (Figure
9) (0,01%) au cours de la période 2005-2015 (Figure 8b).
Les formations forestiéres naturelles (-0,61%) ont connu
un taux annuel régressif de leurs superficies. Par contre,
les formations non forestiéres et les plantations ont connu
une augmentation significative de leurs taux annuels soit
respectivement +41,16% et +16,13% (Figure 8d). Le taux
annuel de dégradation est passé de 0,25 % a 3,79 % entre
les périodes 1995-2005 et 2005-2015 (Figure 8a et 8b).
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Figure 8: Taux annuel de changement du couvert végétal de 1a FCP
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>, .

Figure 9: Images de déforestation (A et B) et de restauration (C et D)
dans la forét classée de Pénéssoulou.

DISCUSSION
Changement d’occupation des terres

Les résultats de cette étude montrent que la Forét Classée
de Pénéssoulou (FCP) était dominée de 1995 a 2005 par les
formations naturelles telles que les foréts denses semi-décidues,
les savanes boisées, les foréts claires et les foréts galeries. Cette
période est caractérisée par une régression des champs et des
jacheres, ainsi que des savanes arborées et arbustives. Mais la
régression de ces formations se fait au profit des plantations
forestiéres et fruiticres, mais également en infime partie au
profit des formations forestiéres naturelles. L’ augmentation des
plantations dans cette période est liée aux activités du Projet
de Restauration des Ressources Forestiéres de Bassila (PRRF)
de 1996 a 2004. Toutefois, cette reconstitution de la forét ne
favorise pas la sauvegarde de I’'intégrité de la biodiversité¢ de
cet écosystéme. Les plantations forestiéres monospécifique
étant faites d’espéces exotiques telles que Tectona grandis et
Gmelina aborea et d’espéces fruitieres Anacardium occidentale
qui modifient la physionomie et 1’écologie des formations
végétales. Cette remarque a été faite par Ahononga et al. (2020)
dans les foréts classées du domaine soudano-guinéen du Bénin.
Les statistiques annuelles d’amélioration de cet écosystéme
étant de 4,68% voilent la perte et la modification de la diversité
biologique. Au-dela de la modification de I'intégrité de cette
forét, le niveau de sa protection a permis I’expansion de foréts
denses semi-décidues et de foréts claires. Il s’agit d’une période
ou la FCP était sous la gestion du Projet PRRF. En effet pour
Gbedahi et al. (2019) durant la période d’exécution du PRRF
(1986-2003), les superficies forestiéres ont augmenté de 5,1%.
Pour ces mémes auteurs, les foréts ont doublé de superficie
pendant la phase de mise en ceuvre dudit projet. [’ adoption d’une
politique de développement forestier en 1994, pronant le partage
des compétences et la participation effective des populations
riveraines est également un facteur essentiel qui a milité en
faveur de la reconstitution du patrimoine forestier (MEHU,
2012). La prise en compte de toutes les parties prenantes a induit
la régression des activités anthropiques, dont 1’agriculture et
I’émergence des formations forestiéres naturelles.

Les résultats obtenus corroborent ceux de Ahononga et al.
(2020) qui ont également montré que l’accroissement des
formations forestieres naturelles dans les foréts classées
dénote d’une certaine efficacit¢ du systéme de protection
de ces écosystémes dans la période de 1995 a 2005. Les
résultats de cette étude ont montré que le taux annuel de la
dégradation est de 0,25% et le taux de reconstitution est de
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0,05%. La déforestation est quasi-absente entre 1995 et 2005.
Par contre les statistiques de la FAO (2020) montrent un taux
de déforestation annuel 700 000 ha entre 1990 et 2000. Ces
résultats, contrairement aux statistiques de la FAO montre que,
les politiques autour des foréts classées peuvent constituer un
moyen efficace pour la conservation de la biodiversité. L’acces
limité, I’entretien et la surveillance de la forét classée de
Pénéssoulou, pendant la période de mise en ceuvre du PRRF,
contistue des actions ayant favorisé sa conservation. La faible
perte des formations foresticres naturelles est la preuve de la
protection des aires et de I’efficacité de I'intervention dudit
projet d’aménagement forestier. L. importance de I’intervention
des projets d’aménagement a été d’ailleurs remarquée par
plusieurs études (Blomley et al., 2008; Melo et al., 2013).

Contrairement a la période de 1995 a 2005, les formations
anthropiques ont accru dans la forét classée de Pénéssoulou au
cours de la période de 2005 4 2015. Les cultures et jachéres ont
augmenté de 446,15%, les plantations fruitieres et forestieres
sont passées respectivement a 99,14% et a 646,66%. Le taux
annuel de dégradation a été triplé (3,79%). La déforestation
qui était absente est passée a 0,01%/an. Ce taux de dégradation
est largement supérieur a celui de Biaou ef al. (2019) dans
la Forét Classée de Ouénou-Bénou. La période 2005 a 2015
marque le début de la prise d’assaut de cet écosystéme par
les agriculteurs ainsi que les exploitants a la suite de la fin
de mise en ceuvre du projet PRRF en 2004. Les activités
relatives a la protection ne sont plus pratiquement menées
parce qu’elles n’étaient plus rémunérées ; les réunions des
comités villageois qui participaient aux activités de protection
ne se tiennent plus (Gbedayi et al. 2019). Ces résultats
traduiraient le relachement des actions de conservation
impliquant les populations locales. Le taux d’évolution des
surfaces de culture montre clairement une anthropisation
de cette aire protégée. Cet accroissement des formations
anthropiques est di a la demande de bois, mais également
le besoin de terres fertiles par les populations riveraines afin
de garantir leur subsistance. Les résultats obtenus au cours
de cette période corroborent ceux de Biaou et al. (2019), de
Arouna et al. (2016) et de Houessou et al. (2013). La poussée
démographique est aussi 'une des causes qui occasionnent
I’occupation des sols dans les foréts classées. Ainsi pour
Ahononga et al. (2020), I’augmentation des terres agricoles
et I’extension des habitats sont la cause de la diminution
observée dans les écosystémes forestiers.

Les foréts classées étant initialement dédiées a la conservation
de la biodiversité, les pratiques qui consistent a transformer
les formations naturelles en domaines d’exploitation agricole
désorientent les objectifs que vise le classement de ces foréts.
De pareils constats sont récurrents, car dans les Iégislations des
pays tropicaux, la conservation de la biodiversité est assimilée
a la conservation du couvert forestier (Voreux, 2015). Pour
(Temgoua et al., 2018), la modification du couvert forestier
perturbe les conditions climatiques déterminant des processus
écologiques de la succession de la végétation. Par conséquent,
I’ampleur de la régression du couvert végétal impacte la
régulation du climat et les conditions socio-économiques de
la population rurale (Biaou et al., 2019; Gouwakinnou et al.,
2019). Dans ces situations, la politique forestiére devra mettre
I’accent sur la restauration naturelle des écosystémes dégradés
ou a défaut sur une logique d’enrichissement des espaces
dégradés par des espéces autochtones lors de 1’élaboration
et la mise en ceuvre des plans d’aménagement. La recherche
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devra désormais mettre un accent particulier sur la production
des plants a croissance rapide d’essences autochtones diverses
pour I’enrichissement de la diversité¢ biologique auparavant
dégradée. En revanche, il est important de régler définitivement
le probléme d’ancrage institutionnel dans le sens de confier la
gestion des foréts classées a des structures pérennes et non a
des projets dont la durée de vie est éphémere.

Vulnérabilité des unités de I’occupation du sol

De toutes ces unités d’occupation des sols, les foréts denses
semi-décidues ont ét¢ les plus vulnérables a la perte de
superficie et le niveau de vulnérabilité des unités d’occupation
du sol est fonction de la période. La vulnérabilité des foréts
denses semi-décidues pourrait s’ expliquer par des prélévements
fréquents, des essences de valeurs pour le bois d’ceuvre par
des exploitants illégaux. Cette vulnérabilité s’explique aussi
par la déforestation pour accroitre la production agricole.
L’administration forestiere a été démissionnaire de son véritable
role de protection et de surveillance de ces aires protégges,
par manque de ressources convenables. Pour Rifai et al.
(2018), les défrichements en vue de I’installation de nouveaux
champs, mais aussi I’installation de nouvelles plantations sont
a la base de la baisse des superficies des formations foresticres
naturelles. La mise en place des plantations pour combler les
vides laissés par la déforestation améliore le couvert végétal,
mais contribue a 1’érosion de la biodiversité. La vulnérabilité
de ces formations naturelles qui regorgent d’une forte diversité
d’espéces constitue une menace pour la conservation de la
biodiversité et des habitats. Les résultats de Bouko et al.
(2007) ont montré I'impact négatif de ’expansion agricole
sur la conservation de la diversité spécifique: la pression des
activités agricoles et de I’installation des plantations mono-
spécifiques sur les formations foresti¢res naturelles diminue de
manicre significative la richesse spécifique de la flore ligneuse
et désorganise la structure naturelle des peuplements (Bouko
et al., 2007). Cette désorganisation de la structure naturelle
conduit a une fragmentation reconnue comme étant une menace
majeure pour la biodiversité a I’échelle mondiale (Fahrig, 2002
; Yeo et al., 2013). Pour pallier a la perte de la biodiversité, il
parait donc nécessaire de mettre en place une bonne politique
de gestion efficace de I’existant d’une part, mais également de
restauration naturelle des ressources floristiques déja existantes
dans les écosystémes forestiers.

CONCLUSION

Cette étude a mis en évidence les changements spatiaux et la
vulnérabilité des unités d’occupation des terres dans la forét
classée de Pénéssoulou de 1995 a 2005 et de 2005 a 2015.
Les savanes arborées et arbustives, les champs et les jachéres
ont régressé au profit des formations forestiéres naturelles et
des plantations de 1995 a 2005 suggérant un renforcement
des actions de reforestation, de restauration et de surveillance.
La tendance inverse s’observe de 2005 a 2015, les champs et
les jachéres ainsi que les habitations ont une forte expansion
au détriment des foréts denses semi-décidues et des foréts
claires. La dégradation et la déforestation se sont accentuées
au cours de cette période. Les foréts denses semi-décidues, les
foréts galeries et les foréts claires ont été les plus vulnérables.
La tendance alarmante pour la sauvegarde de la biodiversité
de cette forét est due au changement ou arrét des actions de
conservation impliquant la population locale. Cette intégration
est occasionnée par I’intervention des projets de restauration
dans la commune de Bassila. Les enjeux majeurs pour la
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conservation de la biodiversité que regorge la forét classée de
Pénéssoulou en particulier et les réserves forestieres en général
nécessitent le renforcement de la surveillance et 1’inclusion
des actions de restauration participatives via des especes
autochtones dans les plans d’aménagement forestier. Il parait
important de poursuivre I’étude (année 2025) afin de voir la
tendance suite a la mise de la forét sous la gestion de I’Office
National du Bois aux fins de projeter des recommandations
plus judicieuses, notamment en ce qui concerne |’ancrage
institutionnel.
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Cucumber Mosaic Virus and their associated satellite RNAs infecting banana (Musa sp.
Genomic group AAA) in Cote d’Ivoire : A molecular characterization.

Dominique Koua'", Anicet Ebou'”, Theodore K. Kouadio?, Philippe Lepoivre?®, Sébastien Massart’, Thérése A. Agneroh?
Abstract

In Cote d’Ivoire, banana (Musa sp.) ranks third among exportation products and represents 3% of the Gross Domestic Product with a national
production of up to 500000 tons in 2019. Banana is subject to numerous disease agents among which viruses cause significant losses. To figure
out the impact of viruses in Ivorian industrial banana fields, surveys were conducted in the 7 main banana production departments. A total
of 260 leaf fragments presenting viral symptoms were collected and analyzed. From the 65 leaf fragments used for biological indexing, 14
showed symptoms related to Cucumber mosaic virus (CMV). CMV presence was confirmed by a double-antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay using CMV polyclonal antibodies. CMV strains we isolated appeared to be highly infectious and to produce various
symptoms like mosaic, chlorosis, and necrotic spots on Cucumis sativus, Cucurbita pepo, and Nicotiana tabacum. Satellite RNAs (SatRNAs)
associated with CMV isolates were also detected using reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) with a degenerate primer
pair. CMV’s coat protein and satRNAs were sequenced. Novel Ivorian coat proteins and satRNAs were compared to publicly available CMV
sequences from GenBank. We noticed a single amino acid substitution (Serine to Leucine) at position 73 of the novel coat protein that allowed
us to divide Ivorian CMV strains into two groups. Molecular and phylogenetic analysis suggested that Ivorian strains might be classified into
CMV Subgroup IA. We also discovered that satellite RNA associated with Ivorian CMVs form a separate clade.

Keywords : Cucumber mosaic virus, protein coat, micro-satellite RNA, Musa sp., Cote d’Ivoire.

Résumé

Cucumber Mosaic Virus et ces ARN satellites associés infectant 1a banane (Musa sp. groupe génomique AAA) en Cote d’Ivoire :
Une caractérisation moléculaire.

En Cote d'Ivoire, la banane (Musa sp.) est le troisieme produit d'exportation et représente 3 % du produit intérieur brut avec une production
nationale atteignant 500 000 tonnes en 2019. Cependant, la banane est sujette & de nombreuses maladies virales qui provoquent des pertes
importantes. A cet effet, une étude a ét¢ menée dans les bananeraies industrielles Ivoiriennes des 7 principaux départements de production.
Au total, 260 fragments de feuilles présentant des symptomes viraux ont été collectés et analysés. Sur les 65 échantillons utilisés pour
I'indexation biologique, 14 présentaient des symptomes liés au virus de la mosaique du concombre (CMV). La présence du CMV a été
confirmée par un test DAS-ELISA utilisant des anticorps polyclonaux du CMV. Les souches de CMV isolées semblaient tres infectieuses et
produisent divers symptomes tels que la mosaique, la chlorose et des taches nécrotiques sur Cucumis sativus, Cucurbita pepo et Nicotiana
tabacum. Des ARN satellites (satRNA) associés a des isolats de CMV ont également été détectés par RT-PCR. La protéine capsidaire du
CMYV ainsi que les satRNA ont été séquencés et comparés aux séquences de CMV disponibles publiquement dans GenBank. Une seule
substitution d'acide aminé (de la sérine a la leucine) a été identifiée a la position 73 de la nouvelle protéine capsidaire et a permis de diviser
les souches de CMV en deux groupes. De plus, 1'analyse phylogénétique a suggéré que les souches Ivoiriennes appartiennent au sous-
groupe A des CMV et que les satRNAs qui leur sont associés forment un clade distinct.

Mots-clés : Cucumber mosaic virus, protéine capsidaire, ARN microsatellite, Musa sp., Cote d'Ivoire.
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INTRODUCTION

Bananas (Musa spp.) are one of the most important fruit crops
in the world both in terms of production volume and trade
(FAO, 2014). Nevertheless, only around 13% of bananas
produced are globally traded showing their importance in
food security and domestic markets (Lescot, 2013). Cote
d’Ivoire is the first African exporter of bananas to European
countries (FAOSTATS, 2020). Banana represents 3% of the
Gross Domestic Product (GDP) of the country. The banana
sector represents 9,000 direct jobs and 35,000 indirect jobs
in Cote d’Ivoire. With a production of nearly 450,000 tonnes
of bananas in 2019, Co6te d’Ivoire is at the forefront of
African producing countries and records a turnover of 145
billion CFA francs . Banana is therefore of importance for
the national economy of Cote d’Ivoire. Nevertheless, several
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banana pests and diseases are a global threat to global food
security (Blomme et al., 2017).

CMV is one of the top ten plant viruses in plant pathology
and is reported to infect more than 1200 plant species in
over 100 families, both monocots and eudicots: fruit crops,
vegetables, and ornamental, including banana (Scholthof et
al., 2011). CMV belongs to the genus Cucumovirus and the
family of Bromoviridae. CMV is a positive sense RNA plant
virus with a tripartite genome (Jacquemond, 2000; Kim et
al, 2011; Roossinck et al., 1999). This genome encodes five
proteins: the 1a and 2a proteins are encoded by RNA1 and
RNAZ2 respectively and are obligatory for viral replication.
The 2b protein is encoded by a subgenomic RNA (RNA4A)
from RNA2, and functions as a viral suppressor of RNA
silencing (Qiu et al, 2018). RNA3 is bicistronic: the protein
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encoded by the 5' open reading frame (ORF) is the designated
movement protein, while the coat protein (CP) encoded by the
3" OREF is translated from a subgenomic RNA4 synthesized de
novo from RNA3 minus-strand progeny (Owen et al., 1990).
CMV strains are broadly divided into two subgroups (I and II)
based on nucleotide sequence homology. CMV strains in the
same subgroup share a high degree of sequence similarity (Lin
etal., 2003). Several CMYV strains discovered on bananas from
Latin America have already been described by proteomics
and phylogenetics (Kim et al., 2011, Owen et al., 1990; Lin
et al., 2003; Dubey et al., 2010; Hsu et al., 1995; Hord et al.,
2001) but very few analyses have been carried out on strains
originating from West Africa. Although CMV has been well
studied biologically (Aka et al., 2009) and from a molecular
point of view in Asian and American countries, molecular and
phylogenetic characterization of African CMV strains targeting
banana crops is still missing.

CMV is not known as a major virus infecting bananas but
causes notable losses and has been reported as one of the
viruses infecting bananas in Cote d’Ivoire (Hord et al., 2001;
Aka et al., 2009). The aim of this study was to investigate
the incidence of CMV in industrial banana plantations and to
characterize CMV isolates at the sequence levels. By the way,
we identified satellite RNA associated with CMV and included
the characterization of this satRNA in our study.

In this paper, we report one of the first molecular and phylogenic
based characterization of Ivorian CMV strains identified on
banana Cavendish, cvs Great Naine, and William, AAA group.
These results are based on the analysis of an exhaustive survey
that led to the collection of 260 banana leaf fragments from
symptomatic banana plants in the 7 main banana production areas
of Cote d’Ivoire. After antibody-based virus detection, 14 leaf
samples were used for PCR amplification and DNA sequencing,
while 65 samples were used for biological indexing, In addition
to classical biological comparison (description of induced
symptoms on reporting plants) and nucleotide comparison of
coat protein, we sequenced partially the detected micro-satellite
of 15 CMV isolates.

MATERIALS AND METHODS
1. Sample collection and storage

Banana (variety Cavendish, cvs Great Naine and William,
AAA group) leaf samples showing symptoms of possible viral
etiology were collected in the seven major production areas
from 2010 to 2011. Sampling sites are located in the South
and South-East of the country and correspond to the banana
production area around the main harbor, Abidjan (Figure 1).

Figure 1. Location of sample collection areas in industrial banana plantations
in Cote d’Ivoire. 1.
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Abengourou (Lat: 6.7146399, Long: -3.5654096), 2. Aboisso (Lat: 5.4675302,
Long: -3.2185867), 3. Agboville (Lat: 5.9342509, Long: -4.2500361), 4. Azaguié
(Lat: 5.6305067, Long: -4.0907336), 5. Dabou (Lat: 5.3242556, Long: -4.4098582),
6. Grand-Bassam (Lat: 5.2198516, Long: -3.7821731), 7. Tiassal¢ (Lat: 5.8985662,
Long: -4.8458078)

Visited industrial plantations were 80 to 700 ha. Each plantation
is divided into blocks and each block into squares. We defined
collection spots in the different squares. The number of sampling
spots was a function of the initial size of the visited plantation.
This number ranged from 3 (for a square of 0,5ha) to 10. For
each sampling spot, the number of collected plant fragments
was a function of the importance of observed virus-linked
symptoms. For each spot, symptomatic and asymptomatic
samples were collected and tagged.

A total of 260 bananas leaves were collected in industrial
plantations by investigating the symptomatic plants in the
previously detected square fields (Table 1). A sample consisted
of fragments of a leaf demonstrating one or more symptomatic
traits. On the field, samples were placed in a plastic bag, assigned
a code, and stored in dried ice. Laboratory storage conditions
consisted of a freezer at -20°C. The second part of each sample
was kept desiccated on calcium chloride.

Table 1. Summary of sample collections in industrial plantations by location

. Visited . . Collected
Sample site squares Squares with symptomatic plant samples
Abengourou 6 3 14
Aboisso 3 3 39
Agboville 7 6 36
Azaguie 8 3 29
Dabou 10 7 55
Grand Bassam 9 5 38
Tiassale 8 6 49
Total 51 33 260

2. Virus detection and sequencing

CMV detection was performed using three complementary
approaches: double antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (DAS-ELISA), biological indexing, and
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

DAS-ELISA was carried out using the Loewe Phytodiagnostica
GmbH kit (Sauerlach, Germany). The kit contains two
polyclonal antibodies with their related conjugates that are
coupled to alkaline phosphatase and also includes positive
and negative probes as well as sensitization, extraction, and
cleansing buffers. These antibodies (anti-CMV) can detect
the two groups of CMV. Leaf samples, stored at -20°C, were
defrosted and crushed with a manual ball extractor (AGDIA,
France). The grinding was done with a ratio of 0.5 g of sample
per 5 ml of the extraction buffer. Settled and clarified juice
(kept on ice) was then collected in tubes for antibody detection.
Antibody detection was conducted following the manufacturer’s
recommendation. Optic density was determined using an
ELISA plate reader (Titertek Multiskan) after 1 and 2 hours
of incubation in darkness. A sample was considered positive
when the absorbance (at 405 nm) was greater than 2 times the
average absorbance of reference samples (false positive and
true negative) (Ayo-John et al., 2008; Sutula et al., 1986).

Molecular ~ detection of CMV using RT-PCR
was carried out using specific primers CMV 3’
TTTTAGCCGTAAGCTGGATGGACAACCC and CMV 5’
: TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCGCA (Sharman et al.,

2000; Bariana et al., 1994).
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One milliliter of extraction buffer (137 mM NaCl; 8 mM Na 2
HPO4; 1.5 mM KH 2 PO 4; 2.7 mM KCl; 80 mM Na 2 SO 3; 3
mM NaN 3; 0.05% Tween 20 —pH 7.2) was added in a grinding
bag to 50 mg of dried leaves or 2 ml added to 0.5 g of fresh leaves.
After 15 minutes of soaking the dried samples or immediately
for fresh leaves, samples were crushed with an electric ball mill
(Power Plus X022). Settle clarified juice was diluted 100 times
with sterile distilled water. For RT-PCR amplification of nucleic
acid sequences, reactions were made in volumes of 25 ul (20 pl of
the reaction mixture + 5 pl of the sample corresponding to diluted
crude extract) using the Titan RT-PCR kit (Rocher, Mannheim,
Germany). A reaction mixture was composed of 5 pl of Buffer (5x
Concentrate) Titan RT-PCR, 0.5 pl of dNTP, 0.5 ul CMV 3' (25
uM), 0.5 ll CMV 5' (25 uM), 1.25 Wl of DTT (100 mM), 0.5 pl of
Titan mixed enzyme, and 11.75 pl of sterile distilled water, i.e. 20
ul by mix. All amplification reactions included both negative and
positive controls from banana plants grown in greenhouses as well
as Blanco made up of sterile distilled water. Amplification cycles
were performed using a My Cycler™ (Biorad, USA) following
this program: 50°C for 30min, 94°C for Smin, 40 cycles of 94°C
for 30sec, 54°C for 60sec, 72°C for 2min then 72°C for 10min.
The last step consisted of the revelation of amplification products
on agarose gel 1% (1 g agarose per 100 ml of buffer Tris, Acetate,
EDTA (TAE) 1 x) containing 10 pl of Ethidium bromide (BET),
in TAE buffer 1 x. Electrophoresis migration was carried out
under a constant current of 120 mA for 45 min. The gel was then
visualized by UV lighting allowing the observation of amplified
bands that were pictured using a digital camera.

CMV's satellite RNAs (satRNAs) identification was carried out
by amplification of nucleotide sequences by RT-PCR following
the procedure described above but using primers proposed by
Gafny et al. (Gafny et al., 1996) and Nouri et al. (Nouri et al.,
2014). These primers include header and tail sequences found in
all known CMV satRNA and deposited at the National Center
for Biotechnology and Information (NCBI) Genbank. A positive
control, CMV strain with satellite RNA (DSMZ collection:
PV-0029 and PV-0092, Germany), and negative control
(CMV strain without satellite RNA) were used. PCR products
were purified with the Qiaquick PCR Purification kit (Qiagen,
Benelux) and sent for sequencing using the Sanger dideoxy
sequencing technology (MACROGEN Inc., Netherland). In all,
16 CMV isolates from the 7 sampling locations were sequenced
from amplicons of genes partially coding for the coat protein
and part of an untranslated region (UTR) of the RNA3. For the
sequencing of satellite RNA, 15 RNA satellite isolates were
selected from amplification and purification results.

3. Indicator plant inoculation

The biological indexing was carried out by mechanic
infection of Cucumis sativus cv Poinsett Pepino, Cucurbita
pepo Linn. cv Precose Maraichére, and Nicotiana tabacum
cv. Samsun. Three test plants were used per virus isolate.
Mechanical inoculation took place at the two-leaf cotyledon
stage for Cucurbits (cucumber, courgette) and at the 4-6 leaf
stage for tobacco plants. Banana leaf samples were ground
in a bag containing phosphate buffer at pH 7.2 (KH 2 PO 4
0.05 M; DIECA 0.01 M) in a ratio of 1:5 (g: ml) for samples
stored at -20°C and 1:10 (g: ml) for dried samples. The shred
was clarified and collected in a Petri dish, then a pinch of
carborundum and a pinch of activated carbon was added.
After wearing new gloves for each manipulated plant to avoid
any contamination, healthy plant leaves previously sprinkled
with carborundum were inoculated by rubbing their top face
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with a finger moistened in the inoculum. The inoculated
leaves were immediately rinsed with distilled water and
inoculated plants were shade-stored in a greenhouse for
24 hours: (25°C, 16 hours of auxiliary lighting at the
phytopathology laboratory, Gembloux) or in anti-insect cages
(ambient temperature average of 30°C at the phytopathology
laboratory, INP-HB). Two CMV isolates from the DSMZ
collection (DeutscheSammlung Von Mikroorganismen
und Zell-kulturen, PV-0029 and PV-0092; Germany) and
healthy plants were used as positive and negative controls
respectively. All plants (inoculated or not) were regularly
watered and monitored during 30-35 days.

4. Sequence analyses

Data issued from sequencing were visualized using multiple
sequence alignment obtained from Clustal Omega (Sievers
et al.,, 2014). Similarity searches were realized using the
BLASTN program from the BLAST suite (Camacho et al.,
2009) and using NCBI GenBank non-redundant nucleotide
database as the search database (downloaded and compiled
in December 2019). Phylogenetic trees were built using the
maximum-likelihood method with 1000 bootstrap replicates
under the MEGA 7 software (Kumar et al., 2018). A data set
containing 49 sequences from the different CMV subgroups
(S1 Table) and 1 sequence used as the outgroup (ER-PSV:
U15730) were used to build the CMVs proteins coat tree. A
data set of 50 sequences from known CMV’s satRNAs (S2
Table) was used for the satRNAs tree. Phylogenetic trees
were visualized using iTOL v4 (Letunic and Bork, 2019).

RESULTS
5. Symptoms observation and CMYV detection

Virus presence was detected by measuring the absorbance
of a solution of clarified leaf juice incubated with antibodies
(DAS-ELISA). The serological tests were performed using a
negative and positive control for each ELISA plate. The range
of optical densities for the negative controls was 0.09 to 0.12
and for the positive controls 2.65 to 3.32. The optical densities
of all samples tested ranged from 0.10 to 3.47. The samples
reported as positive are those for which the optical density is
greater than twice that of the negative controls, i.e. 0.18 to
0.24. DAS-ELISA realized on symptomatic leaves therefore
allowed to confirm the presence of CMV: 85.7% of the sample
from Abengourou (East) were positive to CMV and 100%
for samples from Aboisso (south-East). Table 2 summarizes,
for each sample place, percentages of symptomatic banana
samples that appeared to be positive to CMV.

Table 2. Percentages of symptomatic banana samples positive to

CMY, by sampling sites.
. Number Of Positive to CMYV infected
Location  symptomatic
CMV  sample percentage
samples

Aboisso 39 39 100
Abengourou 14 12 85.7
Agboville 36 33 91.6
Azaguie 29 28 96.5
Dabou 55 52 94.5
Tiassale 49 48 97.9
Grand-Bassam 38 37 97.3
Total 260 249 95.7

The most common symptoms observed countrywide are
chlorosis, mosaics, and leaf necrosis (Figure 2).
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Figure 2. Some symptoms observed in industrial banana plantations.
A: Cigar rot observed on the plant used for the BT2 sample in Tiassalé; B:
Mosaic associated with leaf distortion [sample BT 7 taken in Tiassalé; C:
Spindle-shaped chlorosis [sample SL16 collected in Dabou]; D: Leaf sheath
or pseudostem rot [sample SP23 collected in Dabou]; E: Dwarfing of banana
fingers (fruits) (sample BA6 taken in Abengourou); F: Mosaic accompanied by
leaf curl [sample CA 13 taken in Aboisso].

Observations concerning the main symptoms associated with
banana leaf samples positive to CMV are provided in Table 3.

Table 3. Symptoms associated with samples positive to CMV
for each collection place

Location j i

CL M FN CR ISR DW FD LW
Agboville 23(69.6)24(727) 17(51.5)1(3)  0(0) 0(0) 2(6) 13)
Dabou 46 (88.4) 35 (67.3) 38 (73) 9(17.3) 4(7.6)9(17.3) 6(11.5)0(0)
Abaisso 37(94.8)34(87.1) 28 (71.70 7(17.9) 0(0) 10 (25.6)3 (7.6) 16 (41)

Abengourou  8(66.6) 12(100) 5(41.6) 5(41.6) 0(0) 1(83) 1(83) 0(O)

Grand-Bassam 33 (89.1) 33 (89.1) 17(459)0(0)  0(0) 0(0) 127 127
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associated with leaf puffiness (S3 Table). Symptoms appeared 4 to
5 days after inoculation on Cucurbits and 14 days after inoculation
for tobacco plants. The following isolates produced symptoms:
AZ1, AZ2, AZ3, AZ5, AZ13 from Azagui¢; BM32 and BM40
from Grand-Bassam; AG6, AG10, AG20, AG24 from Agboville;
BT18 from Tiassalé; SP24 from Dabou and CA26 from Aboisso.
Figure 3 illustrates some of the observed symptoms on reporting
plants (zucchini, cucumber, and tobacco).

Figure 3. Symptoms observed on reporting plants after CMV’s

biological indexing.

Top-right: Mosaic on a cucumber leaf inoculated with AZ1 isolate, 7 days after
inoculation; Top-left: Chlorosis on Zucchini leaves inoculated with AZ2 isolate,
observed 12 days after inoculation; Bottom-right: Chlorosis including blisters
observed 20

days after inoculation; Bottom-left: Mosaic on leaves of Nicotiana tabacum

on leaves of Nicotiana tabacum inoculated with isolate SP24,

inoculated by isolate CA26, 20 days after inoculation.

7. Analysis of nucleotide sequence of CMYV protein coats

Amplicons including a portion of the coat protein and the
RNA3 3°-UTR of 16 samples were sequenced and resulted
in 11 unique sequences that were further analyzed. Similarity
scores are reported in Table 4.

Table 4: Similarity matrix between sequences of RNA3 3’-
UTR of Ivorian CMV strains

BM26 AZ6 AB15 ST17 AG6 ST18 AB12 BM32AZ2 AG10BT18

Legend for symptoms: CL: chlorosis, M: mosaic, FN: foliar necrosis, CR: Cigar rot, LSR:
Leaf sheath rot, DW: Plant dwarfism, FD: Foliar distortion; LW: Leaf winding. Percentage
are indicated in brackets.

Along with DAS-ELISA validation, agarose gel electrophoresis
allowed the visualization of RT-PCR products. Fragments
of the expected size (950 bp) were identified in infected
samples along with positive controls. RT-PCR test confirmed
the serologic test for all but for the BT16 sample that finally
appeared positive even though the ELISA test was negative.
These results indicate that CMV was effectively present in
249 samples collected in the 7 areas known to be the major
production sites of banana in the country.

6. Symptomatology on indicator plants

The symptom development on indicator plants was evaluated for
CMV isolates. The positive controls caused symptoms of local
chlorotic lesions 3-4 days after inoculation and yellow mosaics 8
days after inoculation on tobacco plants.

Atotal of 14 samples out of the 65 tested induced symptoms on the
indicator plants. These symptoms included chlorosis and/or mosaic

BM26 100 989 973 98,1 97,5 98,1 973 96,1 979 981 969
AZ6 100 983 98,1 98,1 99,1 969 969 983 987 977
ABI15 100969 97.1 979 967 973 973 97.7 97.1
ST17 100 97,7 983 96,7 96,7 96,7 97,1 963
AG6 100 98,1 96,5 96,5 97,5 97,1 989
ST18 100 97,1 96,5 97,7 97,7 98,1
AB12 100 973 96,1 96,7 963
BM32 100 96,1 963 959
AZ2 100 98,1 97,5
AG10 100 97.1
BT18 100

It appeared that Ivorian strains shares a similarity of at
least 94,3%. The Basic Local Alignment (BLAST) analysis
indicated that the sequence identified in this study share a
similarity of 94% to 98% with CMV belonging to the CMV
Subgroup IA. The tree resulting from the multiple sequence
alignment is provided in Figure 4.

&
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AGE-CA

BT18-CMY
ST18-CMV
AZ2-CMY

AZGCM

AB1SCAY
ETIT-CMY
BMEE-CANY
BM32-CMY
ABTZ-CAN
AGI0-CRAY

Figure 4. CMV’s strains phylogenetic tree using Maximum
Likelihood method and JTT matrix-based model.

The tree with the highest log likelihood is shown. A uniform rate is used among
sites. The bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates is taken to
represent the evolutionary history of the taxa we analyzed. Branches corresponding
to partitions reproduced in less than 50% bootstrap replicates are collapsed.

The 11 distinct coat protein sequences were deposited in
GenBank with accession numbers ranging from KC189911
to KC189921 (Table 5).

Table S. List of identifiers of coat protein and satRNA
sequence submitted to the NCBI GenBank Database

Bank identifi Bank identifi
Strains reference Collection place GenBank identifierGenBank identifier

of Coat Protein of Satellite RNA

BM26 Grand-Bassam — KC189911 KC713593
AZ6 Azaguié KC189912 MT968978
AZ15 Azaguié KC189912 MT968984
ABI15 Abengourou KC189913 MT968985
ST17 Tiassalé KC189914 MT968977
AG6/AGIL6 Agboville KC189915 MT968975
STI8 Tiassalé KC189916 Not sequenced
ABI12 Abengourou KC189917 Not
BMI13/BM32  Grand-Bassam  KCI89918 MT968976
BM15 Grand-Bassam  KC189918 MT968983
AZ2 | AZ36 Azaguié KC189919 MT968979
AGI10/AG33 Agboville KC189920 MT968980
BTI18 Tiassalé KC189921 Not sequenced
SP16 Dabou KC189919 MT968986
Sp24 Dabou KC189919 MT968988
SP30 Dabou KC189919 MT968982
SP37 Dabou KC189919 MT968981
SP39 Dabou KC189919 MT968987

Multiple sequence alignment of Ivorian CMV coat protein
sequences revealed a sequence similarity of at least 99%.
The only difference between our sequences concerns position
73. We noticed an amino acid substitution: Serine to Leucine
at position 73. The alignment of identified coat protein
sequences is provided in Figure 5.

BM26-CMW1-120
ST17-CMVF1-120
AB12-CMV/1-120
EM32-CMV/1-120
AG10-CMV/1-120
AZE-CMVI1-120
AB15-CMV/1-120
AGE-CMV/1-120
ST18-CMV/1-120
AZ2-CMV1-120
BT18-CMV/1-120

1YDKKLVWSRIQIRVNPLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLVSRIQIRVNFLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMEFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLVSRIQIRVNPLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLVSRIQIRVNFLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLWSRIQIRVNFLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLVSRIQIRVNPLPKFDSTVWVTVRKVPASSDOLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLVSRIQIRVNPLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1 YDKKLVSRIQIRVNPLPKFDSTVIWVTWRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLVSRIQIRVNPLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLVSRIQIRVNPLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60
1YDKKLVSRIQIRVNFLPKFDSTVWVTVRKVPASSDLSVAAIFAMFADGASPVLVYQYAAS 60

BM26-CMV/1-120 €1 GVQANNKLLYDLSAMRAD | GDMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD IEHQRIPTSGVLPV 120
ST17-CMV/1-120 61 GVQANNKLLYDL[SAMRAD | GDMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD | EHQRIFPTSGVLPY 120
AB12.-CMV/1-120 61 GVQANNKLLYDLEBIAMRAD | GDMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD IEHQRIPTSGVLPV 120
BM32-CMW1-120 61 GVQANNKLLYDL[SIAMRAD | GDMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD | EHQRIPTSGVLPV 120
AGL0-CMV/1-120 61 GVQANNKLLYDL[SAMRAD | GOMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD IEHQRIPTSGVLPY 120
AZ6-CMV1-120

AB15-CMVj1-120
AGE-CMV/1-120

ST18-CMV/1-120
AZ2-CMV1-120

BT18-CMV/1-120

61 GVQANNKLLYDLL|AMRAD | GDMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD IEHQRIPTSGVLPV 120
61 GVQANNKLLYDLLAMRAD | GOMREYAVLVYSKDDALETDELVLHVD IEHQRIPTSGVLPY 120
€1 GVQANNKLLYDLLAMRAD | GDMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD | EHQRIPTSGVLPV 120
61 GVQANNKLLYDLLAMRAD | GOMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD IEHQRIPTSGVLPY 120
61 GVOQANNKLLYDLLAMRAD | GDMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD IEHQRIPTSGVLPV 120
61 GVQANNKLLYDLLAMRAD | GOMRKYAVLVYSKDDALETDELVLHVD IEHQRIPTSGVLPY 120

Figure 5. Multiple sequences alignment of Ivorian CMYV strains.
Amino acids at position 73 are colored following the Zappo
color scheme.

Phylogenetic analysis combining Ivorian and worldwide
CMV’s strains showed KC189912 (AZ6) and KC189911
(BM26) sequences to be closely related to FC-CMV and
BAN-CMV respectively. FC-CMYV is originated in Israel and
BAN-CMYV was identified in the United States (Figure 6).
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Figure 6. Estimation of Ivorian CMV’s phylogenetic relationship
with known CMVs using the Maximum Likelihood method and

JTT matrix-based model.

Ivorian strains are in bold. The tree with the highest log-likelihood is shown.
A uniform rate is used among sites. The bootstrap consensus tree inferred
from 1000 replicates is taken to represent the evolutionary history of the taxa
analyzed. Branches corresponding to partitions reproduced in less than 50%
bootstrap replicates are collapsed.

8. Analysis of satellite RNA associated with Ivorian CMVs

RT-PCR tests revealed the presence of satellite RNA
(satRNAs) in 35 strains among the 249 isolates confirmed
to present CMV. SatRNA occurrence in this study is about
14%. At least one strain with satRNAs was detected in each
sampling place except the locality of Aboisso (Table 5).

Table 6. Proportions of CMYV satellite RNAs detected in banana
plantations

Location s?mu;)riz:aotifc Positive Rate of Number of isolates

s to CMV infected with RNA satellite
Aboisso 39 39 100 0
Abengourou 14 12 85.7 2
Agboville 36 33 91.6 3
Azaguie 29 28 96.5 10
Dabou 55 52 94.5 12
Tiassale 49 48 97.9 6
Grand-Bassam 38 37 97.3 2
Total 260 249 95.7 35

Five samples (AZ1, AZ13, BM40, BT18, SP24) out of the
fourteen that induced symptoms on reporting plants appeared
to possess a satRNA.

The sequencing of satRNA amplicons resulted in 15 unique
sequences of 314 to 321 nucleotides long (Figure 7). Ivorian
satRNA sequences were deposited in Genbank and are
available under accession numbers ranging from MT968975
to MT968988 and KC713593 (Table 5). Fragment of satRNA
identified in this study share 93.04% to 96.52% similarity.

&
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AGE_AG1&1-321
GEM_EMIF1-F18
TIL_ST171-718
AZG_AZEM1-TIE
AZG_AZIEr1-717
AGE_AGI1-320
DAB_SPIT1-T18
DAB_SPIU1-317
GEM_EMIN1-F1S
GEM_EM2E1-F20
AZG_AZ1%1-317
ABO_AB1¥1-320
DAB_SP1&/1-719
DAB_SPIW1-719
DAB_SFZ41-719

AGE_AG16/1-321
GEM_EMIF1-F18
TIL_ST1%1-718

AcE_Ac1e1-321
GaM_aM1Z1-318
TH_ST17/1-318

AZG_AZE1-318

AZG_AZI61-317
AGE_AGIY1-320
DAB_sP371-315
Das_sPsq1-317
GEM_BM1¥1-315
GEM_BM26/1-320
AZE AZI51317
AsQ_AS152-320
DAB_5F181.315
Das_sFa1.518
DAE_SP24/1-314

AGE_Acle1 321
GEM_SM1Z1.318
TH_ST171-318

AZE_AZ&1-318

AZE_ATS&1-317
ASE_As231 320
DAS_SP371-315

1ATAGGCAATEGGECACACGCG TAS
STAGCCTGGENGATAGCATAG

CGTTAGCCTTAGCCTCTCCCTGCGTECETCATGAC TC
CATAAGCCTTAGCCTCTCCCTGCGTECETCATGACTE

HRR

GEGATCGENAATAGTG TAG
GEGATACGEGHANATAGCATAS
1-ACAGACS EETANATCGCAT
1 -GGAGATCGGETAGATCGCATAGE

CGTTAGCCTTAGCCTCTCCCTGCGTECETCATGAC TG
CATAAGC TT TAGECC TCTECC TECGTECE TCATEAC TG
AGCAAGCCT TAGLCC TCTECC TECGTECE TCATEAC TG
ATTAAGCCT TAGCC TCTCCCTGCGTECGETCATGAC TG
1. GECGATCGEGHAGATCGCATAGCATTTIGCCTTAGCCTETCCETGTETEEE

1 GAAGTCGGGEAAATCGCATAG CATTTGCC T TAGCCTCTCCCTECGTECETCATGAC TG
1 - GACATCGEGHNAGATAGCATAG - CATAAGCC T TAGCCTETCCCTGEE TGCGTCATGAC TG
1 - TAGAGCCGCGEAGARAGCATAG - CATAAGCC T TAGCC TE TCCCTGEE TGCG TCATGAC TG
1 GTAGTCGGGAGATAGCATAG -CATAAGCC T TAGCC TCTCCCTGCGTECG TEATGAC TG
1--- - GGTAGCGGGAACAGCATAGCAGAGCCT TAGCCCTCTCCCCTGEGTECETCATGACTE
1- GGAGATCGGHAGATAGCATAG -CATTAGCCTTAGCCTETCCCTGEGTGEGTCATGACTE
1-GAAGATCGGGAGATAGC -ATAG-CATAAGCCTTAGCCTCTCCCTGEGTGEGTCATGACTE
1- - AGAAGTCGGHAGATCGCATAGCATTTIGCC T TAGCCTETCCCTGTGTGCE

.........

Bl ATACCACC T TACAGAGTGCTTCT - TTEGAAAT T TCCATGG TAACGGEGAACCATGTGECGG

182 AGC TCGCAABCCAGCEETCCCCAGTCCGABEAAACATCACTCCACCCEECTTASCAGEGAS
178 AGC TCGCAABCCAGCEGTCCCCAGTCCGABEAAACATCACTCCACCCAECTTASCAGEGAS
178 AGC TEGCAABCCAGCGATCCCCAGTCCGAGAGATCATCACTCCACCCACCTTAGCAGGGAG
178 AGC TCACAABCCAGCAATCCCCAGTCCGAGAGAACC TCACTCCACCCACCTTAGCAGEGAD
177 AGC TCGCAABCCAGCGGTCCCCAGTCCGAGEAATCATCACTCCACCCAECTTAGCAGGGAS
180 AGC TCGCAAGBCCAGCGGTCECCCAGTCCGAGBAAATCATCACTCCACCCGECTTAGCAGGGAS
175 AGC TCGCAABCCAGCEGTCCCCAGTCCGABEEAACATCACTCCACCCGECTTASCAGEGAS
177 AGC TEGCAABCCAGCBBTCCCCABTCCGAGAGATCATCACTCCACCCAECTTAGCAGGGAG
179 AGC TCACAABCCAGCAATCCCCAGTCCGAGAGAAC TCCACTCCACCCACCTTAGCAGEGAG
180 AGC TCGCAABCCAGCGGTCCCCAGTCCGAGEGAACTCCACTCCACCCGECTTAGCAGGGAS
177 AGC TCGCAABCCAGCGGTCCCCAGTCCGAGGGAACTCCACTCCACCCGECTTAGCAGGGAS
178 AGC TCGCAABCCAGCGGTCCCCAGTCCGAGBGEGATCATCACTCCACCCGCCTTASCAGGGAS
178 AGC TCGCAABCCAGCGGTCCCCAGTCCGAGAGATCATCACTCCACCCAECTTAACAGGGAG
175 AGC TCGCAABCCAGCGGTCCCCAGTCCGAGAGATCACAACTCCACCCAECTTAGCAGGGAG
174 AGC TCGCAABCCAGCGGTCCCCAGTCCGAGGEGAACATCACTCCACCOGCCTTASCAGGGAS

243 G TATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCCTCACGCAGATATAACCCCTETECECAATTCTCA
235 GTATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCC TCACG TAGATACAACCCCTE TACGCAATTCTCA
235 GTATCCCACACCOGCCGAGTGACAGATCC TCACGCAGATACAACCCCTCTECACAATTCTCA
235 GTATCCCACACCGCCGAGTGACGGATCCTCACGCAGATACAACCCCTOTECGCAATTCTCA
238 GTATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCCTCACGCAGATACAACCCCTETECGCAATTCTCA
241 GTATCCCACACCGCCGAGTGACEGATCCTCACGCAGSATATAACCCCTE TECGCAATTCTCA
236 GTATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCC TCACGCAGATACAACCCCTCTECGCAATTCTCA

517 3B GTATCCCACACCOCCGAGTGACGGATCCTCACGCAGATATAACCCCTETGCECAATTCTOA

240 GTATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCCTCACGCAGATATAACCCCTETECGCAATTCTCA
241 GTATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCCTCACGCAGATATAACCCCTETECGCAATTCTCA

717 23 GTATCCCACACCGCCGAGTGACEGATCCTCACGCAGATACAACCCCTC TECECAATTCTCA

DAB_SP24/1-314

ASE_Asle1 521
GEM_EMIS1-515
TIL_ST17/1-318

233 GTATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCC TCACGCAGATACAACCCCTE TECGCAATTCTCA
235 GTATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCC TCACGCAGATATAACCCCTCTECECAATTCTCA
240 GTATCCCACACCGCCGAGTGACEGATCCTCACGCABATATAACCCCTCTECECAATTCTCA
235 GTATCCCACACCGCCGAGTGACAGATCCTCACGCAGATACAACCCCTETECECAATTCTCA

309 AAATCAAACAAAACTCAA - - -
300 AAATAAACAAAAAC TCAGA - -
300 AAATCAAACAAAAC TCAAA - -
300 AAATCAAACAAAAC TCAAA - -
299 AAATAANCCAAAACTCAAA - -

120

AGE_AGIHL FI0 302 AAATCAAACAAAAC TCAAA =20
DAB_SF37/1.313 257 AAATCAAACAAAACTCAAA 313
DAB_SF30/1.317 295 AAATCAAACAAAACTCAGA =17
GEM_EMINI-F1S 301 AAATCAAACAAAACTCAAR 315
GEM_EM25/1-320 302 AAATCAACCAAAAC TCAAR 320
AZE_AZI%I1-717 299 AAATCAACCAAAAC TCAGA =17
ABC_AB1YI-F20 300 AAATCAAACAAAAC TCAARAM 220
DAB_SF1&/1-315 300 AAATCAAACAAAACTCAAMA 313
DAB_SPI1-719 301 AAATCAACAAAAACTCAAM 1%
DAB_SP24/1-714 296 AAATCAAACAAAAC TCAAM 314

Figure 7. Multiple sequences alignment of satRNAs from Cote d’Ivoire.

We compute a tree with satRNA associated with Ivorian CMV
and previously deposited satRNA sequences downloaded from
Genbank. It appears that Ivorian satRNAs sequences clearly
form a distinct clade (Figure 8).
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Figure 8. Estimation of Ivorian CM V-related satRNAs phylogenetic
relationship with known satRNAs using the Maximum Likelihood

method and Jukes-Cantor model.

The bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates is taken to represent the evolutionary history of
the taxa analyzed. Branches corresponding to partitions reproduced in less than 50% bootstrap replicates are
collapsed. A Gamma distribution was used to model the substitution rate with 5 discrete Gamma categories.
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DISCUSSION

Cote d’Ivoire is the first African exporter of desert bananas
(FAO, 2020). Our survey aimed to measure the real level of
CMV occurrence in industrial banana plantations. A second
goal was to achieve a proper molecular characterization of
the concerned strains of the virus since symptoms observed
on the field are sometimes very confusing. Our study focused
on banana varieties including mainly Cavendish, cvs Great
Naine, and William, AAA group.

On the basis of the symptoms observed on these banana plants,
260 leaf samples were collected. In the Ivorian industrial
plantations visited, no symptomatic banana plants showed
marginal chlorosis or tufted tops characteristic of the Banana
bunchy top virus (BBTV). BBTV is a banana virus for which
symptomatology is a reliable basis for diagnosis (Lokossou et
al., 2012; Adegbola et al., 2013). BBTV is expanding rapidly
in Africa (Kumar et al., 2011) and most recently it has been
reported in Togo, Benin, and Nigeria (Kolombia et al., 2021;
Lokossou et al., 2012; Adegbola et al., 2013). Although we
have not observed these symptoms, we will have to be alert
to the spread of BBTV in Africa.

Aka et al (2009) had already mentioned the occurrence
of CMV in industrial banana plantations located in 3
departments (taken into account in our study) of Cote d'Ivoire.
The identification of CMV in our collected samples shows
that this virus is present in the 7 departments visited. The
DAS-ELISA and RT-PCR tests carried out to confirm CMV
infection in banana plantations have already been used by
other authors (Aglave et al., 2007; Aka et al., 2009; Chou et
al., 2009). Except for one sample, the results of the serological
tests were confirmed by RT-PCR. RT-PCR is indeed more
sensitive than DAS-ELISA (Hu et al., 1995). Symptoms
observed such as chlorosis, mosaic, cigar rot, dwarfing and
leaf deformations are similar to those caused by CMV on
bananas already reported in Cote d'Ivoire (Aka et al., 2009),
Nigeria (Ayo-John et al, 2008), India (Aglave et al., 2007)
and Costa Rica (Hord et al., 2001). As biological indexing
is often used to diagnose CMV, we inoculated 65 isolates
showing symptoms of banana CMV on tobacco (Nicotiana
tabacum) and Cucurbitaceae (Cucumis sativus, Cucurbita
pepo). While these samples were found to be infected on the
basis of serological and molecular tests, our results show that
the use of mechanical inoculation requires optimization of
the protocol. In fact, only 14% of the samples used caused
chlorosis or mosaics on the test plants one month after
inoculation. The absence of symptoms following inoculation
on these indicator plants could be due to inhibiting substances
such as phenolic compounds from banana leaf extracts, the
presence of asymptomatic leaves in the samples, or the
combination of CMVs with other factors like abiotic stress
and/or other viruses. The mechanical transmission of banana
CMV isolates on indicator plants has often been difficult
(Dheepa and Paranjothi, 2010) although some authors have
done so more easily (Aglave et al., 2007; Chou et al., 2009).
Compared to studies where only the biological indexing was
carried out, our results demonstrate the relative difficulty to
directly correlate results from biological indexing, serological
data from DAS-ELISA, and genomic information from
Sequencing. On the 65 infected samples (confirmed by both
DAS-ELISA and amplicon sequencing) used to perform
biological indexing, only 14 caused symptoms. This
demonstrates, once again, the low reliability of biological
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indexing compared to both DAS-ELISA and amplicon
sequencing (Dubey et al., 2010; Gafny et al., 1996).

Molecular characterization by partial sequencing of the protein
coat gene followed by phylogenetic analysis showed that 16
banana CMV isolates from 7 departments in Céte d'Ivoire belong
to subgroup IA. In our work, Ivorian isolates with different
biological properties on tobacco and Cucurbits (cucumber,
courgette) belong to the same subgroup. The presence of only
subgroup IA despite the variability between the Ivorian isolates
could help in the long term in varietal resistance programs (Akhtar
etal., 2010; Lu et al., 2011). Also included in this subgroup 1A
are CMV strains isolated from banana in Cameroon and Israel as
well as CMV strains isolated from yam in Benin (Gafny et al.,
1996; Eni et al., 2008). However, Hord et al. (2001) showed that
in Costa Rica, bananas were infected by both CMV I and CMV
II isolates. Furthermore, a high similarity score between coat
protein sequences of Ivorian CMVs was recorded. In addition
to considering this result as good conservation of the concerned
strains, we also hypothesize that the observed CMV strains
may have the same origin. Indeed, in Cote d’Ivoire, for new
banana field installation, farmers actually take clones from their
neighborhood, causing the spread of the viral infection from area
to area. We, therefore, recommend farmers pay much attention
to banana seeds. Systematic virus detection should be carried out
prior to the introduction of seeds on farms. In this context, the
DAS-ELISA protocol could be proposed since it is economically
accessible to fruit companies and will avoid important production
losses. Currently, symptomatic plants are detected one month
after planting and replaced by healthy ones. However, in some
cases, one month is already too late to avoid large contamination.
Systematic detection before planting remains, to our opinion, the
best-preventing strategy.

Based on a single amino acid difference in the protein coat
sequences, we distinguished two groups in Ivorian strains.
As previously established, it is worth mentioning that a
single amino acid variation can induce different symptoms
on plants: shifting from light green/dark mosaic to bright
yellow/white chlorosis in tobacco (Shintaku et al., 1992) or
causing white mosaic, pale green mosaic, veinal chlorosis,
veinal necrosis, systemic necrosis, and necrotic local lesions
and affect thylakoid structure (Mochizuki and Ohki, 2011).
It is also worth indicating that we only partially sequenced
the coat protein. The diversity and somehow inconsistency
in symptoms observed during the field survey may reside in
additional differences that would appear in the full-length
coat protein sequence. This point should be considered for
further studies on Ivorian CMV strains infecting Musa spp.
trees. As indicated, we were not able to attribute particular
symptoms to specific amino acid variation in Ivorian CMV
based on biological indexing. Phylogenetic analysis showed
that AZ6 (KC189912) and BM26 (KC189911) sequences are
closed to ES-CMV and D8-CMV respectively, both coming
from Japan. This result can be explained by the convergent
evolution of CMV strains worldwide.

The search for satellite RNA by RT-PCR in the banana
samples collected revealed the presence of these subviral
RNAs in some of the CMV strains isolated from the 7
departments, except for one. The present study is, to the
best of our knowledge, the first report of micro-satellite
RNA sequences associated with CMV naturally occurring
on Musa sp. in Coéte d’Ivoire. In other countries, such as
the USA and China, some authors have not found CMV
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satRNAs in banana samples (Kearney et al., 1990; Chou
et al., 2009) although Gafny et al. (1996) revealed that in
banana plantations in Jordan Valley, Israel satRNAs was
associated with CMV strains. Our study also showed that the
presence of satRNAs had no effect on the nature of CMV
symptoms in Ivorian banana plantations. Similarly, we did
not find any link between the observation of symptoms and
the presence of satRNAs in the CMV strain on the indicator
plants used. However, molecular characterization of 15
satRNAs associated with the Ivorian CMV strains showed
that the sequences contained oligonucleotides identical to
those responsible for necrosis on tomatoes in Serbia, Croatia,
Greece, and Italy (Stankovic et al., 2021; Sleat et al., 1994;
Skoric et al., 1996; Grieco et al., 1997; Valeri and Boutsika,
1999). Other work had revealed that necrogenic satellite
RNAs on tomatoes could induce only chlorosis on tobacco
or have no effect on melon (Garcia-Arenal and Palukaitis,
1999; Betancourt et al., 2011). However, biological indexing
of satellite CMV-RNA strains on tomato plants would be
timely to assess this necrogenic ability. Further molecular
characterization by constructing and analyzing infectious
clones will be required for a complete characterization of the
impact of these satellites on pathogenicity. This point needs a
deeper analysis along with the presence or absence of micro-
satellite. Indeed, the presence of satRNA does not seem to
influence pathogenicity: observed symptoms are almost the
same in all collecting places including Aboisso where no
satRNA was detected.
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Risques agro-météorologiques et production du riz pluvial (Oryza spp.) au Bénin
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Abstract

L’irrégularité des pluies et la baisse pluviométrique constituent des préoccupations majeures pour les producteurs de riz pluvial. Cette
étude avait pour objectif de mettre en évidence les variabilités et tendances des débuts et fins des pluies ainsi que de la pluviométrie
totale sur une période de 46 ans dans les localités de Glazoué, Malanville et Tanguiéta (Bénin) afin de déterminer les dates favorables aux
semailles de riz pluvial. Pour ce faire, les données pluviométriques journaliéres (1970-2016) de trois stations météorologiques situées
dans ces localités ont été collectées a 1’Agence Météorologique du Bénin. Les statistiques descriptives ont permis de comparer les
variabilités pluviométriques. Les tendances ont été évaluées par le test de Mann-Kendall et la pente de Sen. Les probabilités de survenue
des séquences seches ont été calculées en utilisant la chaine de Markov d’ordre 1. Il ressort de cette étude une variabilité importante des
débuts des pluies avec des tendances tardive (4%) et précoce (17%), contrairement a la variabilité faible des fins. Les dates du 9 mai au 3
juillet restent favorables aux semailles du riz pluvial a Tanguiéta. Aucune date n’a été favorable aux semailles du riz pluvial a Glazoué et
Malanville, du fait des probabilités trés élevées (0,7 a 1) des séquences séches (> 5 jours) préjudiciables a la floraison et compromettant
sa productivité. Ces résultats confortent les riziculteurs dans la production des variétés a cycle court < 100 jours et permettent de les
orienter dans le choix des dates de semis ainsi que celui des variétés adaptées de riz pluvial.

Mots-clés. Riz pluvial ; tendances climatiques ; chaine de Markov ; séquences séches ; calendrier cultural.

Résumé

Title: Agro-climatic risks and producing of rainfed rice (Oryza spp.) in Benin

Irregular and reduced rainfall are major concerns for rainfed rice producers. The objective of this study was to analyze the yearly
variability and trends of the onset and the end of rains as well as of total rainfall over a period of 46 years in Glazoue, Malanville and
Tanguiéta (Benin) in order to better determine the appropriate dates for rainfed rice sowing. For this purpose, daily rainfall data (1970-
2016) were collected from three weather stations located in these localities from the Benin National Weather Agency. Descriptive
statistics were used to compare rainfall variability. Trends were assessed by Mann-Kendall test and Sen’s Slope. The probabilities
of occurrence of a dry period were calculated using the Markov chain of order 1. Unlike the end of the rains, where little variability
was observed, a significant variability in the onset of rains with late (4%) and early (17%) trends was found. Depending on the rice
variety, the period from 9 May to 3 July is appropriate for rainfed rice sowing in Tanguiéta. In the case of, Glazoue and Malanville, no
appropriate date for rainfed rice sowing was observed, due to the very high probabilities (0.7 to 1) of dry period (> 5 days) at flowering
stage, which compromising its productivity. These results should encourage rice producers to grow varieties with short < 100 days
maturing dates and can guide them in the choice of suitable planting dates and suitable varieties of rainfed rice.

Keywords: Rainfed rice; climatic trends; Markov chain; dry period; cultural calendar.
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INTRODUCTION

Lirrégularité des pluies et la baisse pluviométrique constituent
des préoccupations majeures pour les producteurs durizpluvial
(Oryza spp.) en Afrique Sub-saharienne (Nyadzi et al., 2019 ;
Arouna et al., 2021). Cette situation est trés préoccupante
dans la mesure ou les faibles précipitations annuelles,
I’occurrence des épisodes secs et le raccourcissement de la
saison des pluies perturbent le cycle végétatif des cultures et
affectent considérablement leurs rendements. Les études sur
la variabilité des pluies en général et celle des débuts et fins
des pluies ainsi que leurs tendances revétent une importance
capitale pour mieux situer les bonnes dates de semis du riz
pluvial (Niang et al., 2018 ; Serpantié et al., 2019).

Les études sur les débuts et fins des pluies, largement reconnues
et utilisées aux fins agro-météorologiques en Afrique (Ouest,
Est et Nord) ont ét¢ documentées par Stern et al. (1982) et
Kniveton et al. (2008). Dans certaines régions d’Afrique de

I’Ouest a climats sahélien ou soudanien, Sivakumar (1988) a
défini la date du début des pluies comme étant une hauteur de
pluie d’au moins 20 mm enregistrée sur trois jours consécutifs
non suivis de poche de sécheresse de plus de sept jours sur
un intervalle de temps de 30 jours. De méme, Kniveton et
al. (2008) ont étudié la dynamique de variation des dates de
début des pluies a travers le continent Africain en utilisant
trois différents seuils pluviométriques (10, 20 et 30 mm)
enregistrés sur deux jours consécutifs non suivis d’épisode de
sécheresse d’au plus dix jours.

Aprés le semis, les séquences seéches (deux semaines ou
plus) sont trés désastreuses pour la germination et le bon
développement d’une plantule (Laux et al., 2008 ; Sarr
et al., 2011). Les séquences séches entre le début et la fin
des pluies constituent des risques majeurs en agriculture
et en I'occurrence en riziculture pluviale (Sarr et al., 2011;
Akinseye et al., 2016). Un jour avec un cumul pluviométrique
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< 0,1 mm est considéré comme un jour sans pluie (Lawin et
al., 2011). En culture de riz pluvial, le déficit hydrique, du fait
des séquences séches, déclenche la fermeture des stomates,
le mauvais tallage, le raccourcissement de la période de
floraison, le remplissage faible des grains et la baisse du
rendement (Korres et al., 2017). A la station de recherche
de I'Institut Sénégalais de Recherches Agricoles de Sinthiou
Maléme, les séquences se¢ches ont engendré une diminution
significative du nombre d’épillets produits par panicule de
108 a 76, soit une baisse de 30% et un fort taux de stérilité
(86%) au niveau des variétés de NERICA 1 et NERICA 4
(Kouakou et al., 2016).

A Tinstar des pays Africains, les débuts et fins des pluies
sont actuellement peu prévisibles pour les producteurs
de riz pluvial au Bénin (Atidegla et al., 2017); ce qui
perturbera certainement le calendrier cultural du riz. Au
Bénin, la riziculture pluviale représente 91% des systémes de
production du riz (Dossouhoui, 2019). Le riz est I’aliment de
base de la population et sa consommation annuelle est de 45,7
kilogrammes par habitant (MAEP, 2017).

Atidegla et al. (2017) ont indiqué que 96% des riziculteurs
dans les bas-fonds rizicoles de Dokomey (Sud du Bénin)
identifient le démarrage de la saison des pluies, la baisse du
total pluviométrique en eau et le raccourcissement de la saison
pluvieuse comme des paramétres agro-météorologiques
impactant la productivité du riz pluvial. Des essais conduits
dans la commune de Glazoué (Centre Bénin), par Niang et
al. (2018), ont démontré que les rendements de riz ont baissé
de 2,9 tha' en 2010 a 1,1 t.ha'en 2013 (soit une baisse de
164%) du fait du retard du début des pluies et de la baisse du
total pluviométrique en eau.

De nombreuses études ont abordé I’impact de la variabilité
climatique sur les productions des cultures vivrieres (mais
et sorgho) au Bénin (Kayode, 2018; MCVDD, 2019).
Cependant, a ce jour, trés peu de recherches ont investigué
les parametres agro-météorologiques malgré leur importance
pour I’amélioration de la productivité du riz pluvial (Van
Diepen & Azontonde 1979; Niang et al., 2018). Plusieurs
questions de recherche restent sans réponses ¢videntes et
méritent d’étre investiguées : (i) Comment les dates du début
et de la fin des pluies et la pluviométrie totale ont elles varié
au cours des années passées ? (ii) Quelles sont les dates
favorables aux semailles du riz pluvial dans le contexte du
changement climatique?

La présente étude se propose d’évaluer les caractéristiques
de la saison pluvieuse et des risques agro-météorologiques
liés a la culture du riz pluvial au Bénin. De fagon spécifique,
il s’agit de: (i) mettre en évidence les variabilités et
tendances des dates du début et de la fin des pluies et du
total pluviométrique ; et (ii) déterminer les dates favorables
aux semailles du riz pluvial en se basant sur des probabilités
de survenue des séquences seéches. Les résultats de 1’étude
permettront de renforcer la résilience des producteurs de riz
pluvial aux variations climatiques en faisant le bon choix du
calendrier cultural ainsi que celui des variétés du riz pluvial.

MATERIEL ET METHODES
Milieu d’étude

L’étude a été conduite dans les communes de Malanville,
Tanguiéta et Glazoué appartenant respectivement aux zones
agro-¢cologiques (ZAE) soudano-sahélienne a I’extréme

Science de la vie, de la terre et agronomie

Nord, soudanienne au Nord-Ouest et soudano-guinéenne de
transition (Figure 1). De 2010 a 2014, ces localités avaient
enregistré les taux de productions les plus élevées de riz
au Bénin et représentaient 75% de la production nationale
(MAEP, 2015). Pendant la méme période, les productions
de riz a Malanville, Glazou¢ et Tanguiéta occupaient
respectivement 71,44 et 19% des productions rizicoles totales
de leurs ZAEs respectives. Les données pluviométriques
utilisées ont été celles des stations pluviométriques de
Malanville, de Save et de Tanguiéta respectivement pour les
communes de Malanville, de Glazoué et de Tanguiéta. En
effet, I’ Agence Météorologique du Bénin ne dispose pas de
station pluviométrique a Glazoué. Les données de la station
de Savé plus proche de Glazoué ont ét¢ donc considérées. Le
régime de précipitation était de type bimodal a Glazoué et
unimodal a Malanville et & Tanguiéta (Figure 2).
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Figure 1 : Localisation des communes sélectionnées pour I’étude

2500

Glazoue
2000 *sess Malanville
e Tangulita

1500

1000

Total pluviométrique moyen (mm)
w
g

g

mal  Juin  jull.  acdt sept oct.  nov. déc

Maois

Janv  févr. mars  awr,

Figure 2 : Evolution des totaux pluviométriques moyens mensuels
sur la période 1970-2016

Matériel végétal

Au Bénin, plusieurs variétés sont utilisées par les producteurs
durizpluvial (ADRAO, 2008 ; CCR-B, 2012). Pour une variété
de riz pluvial donnée (Tableau I), le cycle de développement
peut varier entre 100 et 130 jours (FAO, 1997).

Tableau I : Différentes phases de développement des

variétés de riz pluvial

Cycle 100 Cycle 120 Cycle 130

Phase végétative (jours) 40 55 65
Phase de reproduction (jours) 35 35 35
Phase de maturation (jours) 25 30 30

Durée totale de la croissance (jours) 100 120 130

Source. FAO (1997)
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Collecte des données pluviométriques

Lacollecte des données pluviométriques a pris en compte deux
criteres fondamentaux a savoir la longueur des chroniques
(au moins 30 ans) et la qualité des données. La variabilité
climatique s’apprécie sur une période de 30 ans au moins
(Bambara et al., 2016). Ainsi, les données pluviométriques
journalieres de Malanville, de Save et de Tanguiéta sur une
période de 46 ans (1970-2016) ont été obtenues aupres de
I’Agence Météorologique du Bénin.

Traitement et analyse des données

Détermination de la date du début, de la fin des
pluies et du total pluviométrique

Début et fin des pluies

Sur la base des travaux de Kumi & Abiodun (2018), des
considérations suivantes ont été faites pour définir le début
des pluies :

-La pluie devrait démarrer a partir des 1 mai (Malanville et
Tanguiéta) et 1° avril a Glazoué (Boko, 1992) ;

-Une hauteur de pluie d’au moins 25 mm enregistrée sur cing jours
avec aumoins deux jours pluvieux non suivis de poche de sécheresse
de plus de sept jours sur un intervalle de temps de 30 jours apres les
1* mai (Malanville et Tanguiéta) et 1¢ avril a Glazoug.

La fin des pluies a été considérée a partir du 1¢ septembre a
Malanville et a Tanguiéta et du 1* octobre a Glazoué (Boko,
1992). Les paramétres de statistiques descriptives (moyenne,
minimum, maximum et coefficient de variation) ont été
déterminées au début et a la fin, pour la longueur et le total
pluviométrique saisonniers au moyen du logiciel de statistique
INSAT, version 3.36 (Stern et al., 2006) en fixant la réserve
hydrique du sol a 100 mm (Akinseye et al., 2016). Des
analyses fréquentielles utilisant les quintiles 20, 50 et 80% ont
été utilisées sur les valeurs des débuts et fins des pluies, de la
longueur et du total pluviométrique (Sarr et al., 2011).

Durée de la saison des pluies et total pluviométrique

La durée de la saison des pluies représente la différence entre
les dates du début et de la fin des pluies (Stern et al., 1982 ;
Sivakumar, 1988 ; Kniveton et al., 2008 ; Sarr et al., 2011).
Le total pluviométrique est la quantité totale de pluies entre
les dates du début et de fin des pluies (Sarr et al., 2011).
Le logiciel R version 3.6.1. (R Core Team, 2019) a permis
d’analyser les données des tendances des débuts et fins des
pluies, de la longueur et du total pluviométrique. Le seuil de
signification o = 0,05 a été considéré.

Probabilités d’apparition des séquences séches

Selon la chaine de Markov d’ordre 1, I’état Y, de la journée
t (t > 0) dépend de I’état Y_ (s<t) de la journée précédente
(Fischer et al., 2013 ; Ojara et al., 2019). Dans I’analyse des
séquences seches, un jour est considéré soit pluvieux (P)
ou sec (S). La chaine de Markov d’ordre 1 est décrite par la
matrice suivante (Equation 1) :

5 P
5 PFo P
P Py Py

ouP P, ,P etP  sontles probabilités respectives d’un jour
sec préceédé par un jour sec ; d’un jour pluvieux précédé par
un jour sec ; d’un jour sec précédé par un jour pluvieux ; et

d’un jour pluvieux précédé par un jour pluvieux.
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Enutilisant, lemodele d’une distribution géométrique (Mathugama
& Peiris, 2011 ; Fischer et al., 2013) et en considérant I’Equation
1, la probabilité de survenue de séquence séche de n jours peut étre
déduite a travers la formule (Equation 2) ci-dessous :

P.(SS>n) = Ppu™ By = Pyo™ (1 — Pyg)

Le nombre (n) de jours de séquence seche est choisi en
fonction des besoins et objectifs de I’étude (Stern et al., 2006).

Les séquences seches > 5, 7 et 10 jours ont été considérées en
phases végétative et reproductive en simulant des semis de riz
pluvial réalisés tous les sept (7) jours. Le semis est réalisé lorsque
la probabilité de survenue des séquences seéches > 10 jours est <
0,2 (Stern et al., 2006). Les dates de semis coincidant avec les
probabilités < 0,1 de survenue des séquences seches > 7 jours
en floraison du riz permettent de définir les dates favorables aux
semis du riz pluvial (Stern et al., 2006 ; Sarr et al., 2011).

Evaluation des tendances

De nombreuses études ont recommandé la vérification de
I’autocorrélation au sein des séries historiques climatologiques
(Hamed & Rao, 1998 ; Akinsanola & Ogunjobi, 2015). Pour
évaluer les tendances, en absence d’autocorrélation, le test
non-paramétrique de Mann-Kendall est utilis¢ (Akinsanola &
Ogunjobi, 2015) et celui de Mann-Kendall modifié est employ¢
en présence d’autocorrélation (Akinsanola & Ogunjobi, 2015).

Vérification de (test
d’indépendance)

I’autocorrélation

La formule d’estimation de I’autocorrélation d’une série
chronologique comportant n observations (n > 30) (Dodge,
2003) est la suivante (Equation 3):

LGt D)
k= n =0

ot Y = moyenne de la série ; k = décalage et n = nombre
d’observations.

Pour n > 30, Ak tend de maniére asymp—tique vers une loi
normale de moyenne 0 et d’écart type : *™ .

Ak est donc assimilée au test t de Student.

Pour un décalage k = 1, le test t d’autocorrélation se présente
comme suit (Akinsanola & Ogunjobi, 2015) (Equation 4):

-
t= [(n-2)/(1-4")
outsuitune distribution de Student avec (n-2) degrés de liberté.
Si [t| = t,, alors 'hypothése nulle énongant I'indépendance
entre les valeurs de la variable est donc rejetée au seuil .

Test de Mann-Kendall

La statistique S du test (Mann, 1945 ; Kendall, 1975) est la
suivante (Equation 5) :

S :nz_l i sgn(Xj— Xi)

ou n= nombre d’observations ; Xi et Xj (j > i) = valeurs
génériques de données séquentielles ; et Sgn (Xj - Xi) = signe
de la fonction, définie comme suit (Equation 6):

+1si(Xj—X) >0
Sen (Xj — Xi) = { 0si (Xj—Xi)=0

—1si(Xj—Xi)<0
Lorsque n>40, S suit approximativement une distribution normale

avec une moyenne E(S) et une variance Var (S) (Akinsanola &

75

Ogunjobi, 2015). Lespérance mathématique E(S) (Equation 7? et



REV. RAMRES - VOL.09 NUM.02. 2021** ISSN 2424-7235

la variance Var (S) (Equation 8) sont définies comme suit :
E(S) =0

n(n—1)(2n+5) —E7_,tp (tp— 1)(2tp + 5)
13

Var(5) =

ou n = nombre d’observations; q = nombre de groupes ayant
des valeurs égales et tp =nombre de valeurs dans le p™ groupe.

La Var (S) (Equation 8) et la statistique S (Equation 5)
permettent de calculer la variable Z définie comme suit

§—1
siS>0
I Jvar(5) }
Z= 0 sis=0
S+1
siS< 0
Jyars) AT N
Z suit une distribution normale. Z > 0 et Z < 0 indiquent
respectivement des tendances croissante et décroissante.

Test de Mann-Kendall modifié

La valeur Ak (Equation 3) est utilisée pour déterminer le
facteur de correction (n/n_*) de la variance, puisque la Var (S)
(Equation 8) a été sous-estimée en présence d’autocorrélation.
La formule du facteur d’autocorrélation est (Equation 10):

n 14 2
ns* nin—1)n-2)

n-1
X;(n—k)(n—k—l)(n—k—z)m
ou n = nombre d’observations; n_* = nombre d’observations
comptant pour I’autocorrélation et Ak= fonction
d’autocorrélation des rangs d’observation. La formule de la
variance corrigée est (Equation 11) :

Vi, (S) = Var (S) x —

ns*

En considérant la Va-(5), le test statistique de Z est déterminé
suivant la formule de I’Equation 9.

Estimation de la pente de la tendance

La méthode de la pente de Sen (Sen, 1968) est une robuste
estimation de I’ampleur de la pente de la tendance. Elle est
déterminée en supposant que la tendance est linéaire suivant
I’équation (Equation 12) :

flt) =Qt+ B

ou f (t) = fonction croissante ou décroissante dans le temps;
Q = pente et B = ordonnée a I’origine (constant).

L’estimateur de la pente de Sen pour chaque donnée est
(Equation  13):

O Xi—Xj

oi=| (j—i)]

ou Xi et Xj (j > i)= valeurs de données séquentielles
respectivement aux temps i et j.

La présence de n valeurs Xi dans la série chronologique
indique qu’il existe autant de y =221 estimateurs de la
pente de Sen. -

Ainsi, la valeur de Qi est rangée du plus petit au plus grand et
la médiane Qmed représente la pente de Sen (Equation 14):
Q[(N+ 1}] si N est impairs

Qmed=+ 1 ’
3 (Q[;] + Q[L)]) si N est pairs

Les médianes Qmed > 0 et Qmed < 0 indiquent des tendances
croissante et décroissante.

Taux de variation de la pente de Sen

Le taux de variation de la pente de Sen permet de comparer
les tendances entre différentes conditions météorologiques
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(Akinsanola & Ogunjobi, 2015). Il est égal a la médiane Qmed
multipliée par le nombre (n) d’observations, le tout divisé par la
moyenne des valeurs de la série. Le taux de variation de la pente
de Sen (Akinsanola & Ogunjobi, 2015) est (Equation 15) :

Taux de variation (%) = Qmedea 100

ou Qmed = pente de Sen ; n = nombre d’observations et u =
moyenne des valeurs de la série.

RESULTATS

Variabilités et tendances des débuts et fins des pluies et du
total pluviométrique

Les débuts des pluies ont présenté des coefficients de
variation de 15% a Malanville, 16% a Tanguiéta et 29% a
Glazoué (Tableau II). En moyenne, les débuts des pluies sont
situés a partir des 20 mai a Tanguiéta, 12 juin a Malanville
et 29 mai a Glazoué. Les fins des pluies ont présenté des
coefficients de variation de 2% a Glazoué, 4% a Malanville
et 5% a Tanguiéta. Les coefficients de variation des totaux
pluviométriques saisonniers sont de 18% a Tanguiéta, 30% a
Glazoué et 31% a Malanville (Tableau II). Les longueurs de
la saison des pluies ont présenté des coefficients de variation
de 16% a Tanguiéta, 22% a Glazoué et 26% a Malanville
(Tableau II). 11 a été observé les longueurs minimales de
32,49 et 80 jours et les totaux pluviométriques de 143 mm,
203 mm et 532 mm respectivement, dans les communes de
Malanville, Glazou¢ et Tanguiéta (Tableau II).
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Les tendances des débuts des pluies ont indiqué une croissance
non significative de 17% a Glazoué et une décroissance non
significative de 4% a Malanville et Tanguiéta (Tableau III et
Figure 3). Les tendances des fins des pluies ont été croissantes
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pour les trois communes (Tableau III et Figure 3).
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Figure 3 : Tendances des débuts, fins, longueurs et totaux pluviométriques
de la saison des pluies au cours de la période 1970-2016

Séquences seches et dates favorables aux semis des
variétés du riz pluvial

A Tanguiéta, les dates de semis du riz pluvial sont situées entre
: 3 juin au 3 juillet pour les variétés de 100 jours ; 19 mai au 18
juin pour les variétés de 120 jours et 9 mai au 8 juin pour les
variétés de 130 jours (Figure 4). Ces dates de semis identifiées
coincident toutes avec des probabilités < 0,1 des séquences
seches > 7 jours au cours de la floraison du riz pluvial (Figure
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4). A Glazoué, le riz peut étre semé entre : 10 avril et 25 mai
ou du 14 au 29 juillet pour les variétés de 100 jours ; 10 avril
et 5 mai pour les variétés de 120 jours et seulement le 10 avril
pour les vari¢tés de 130 jours (Figure 4). A Malanville, le riz
pluvial peut étre semé du 16 mai au 15 juin pour les variétés
de 100 jours, du 11 au 31 mai pour les variétés de 120 jours
et du 16 au 21 mai pour les variétés de 130 jours (Figure 4).
Au niveau des communes de Malanville et de Glazoué, les
dates de semis obtenues coincident toutes avec des valeurs de
probabilité oscillant entre 0,2 et 0,6 des séquences seches > 7
jours au cours de la floraison du riz pluvial. Pour ces dates de
semis, les probabilités des séquences séches > 5 jours ont varié
entre 0,7 et 1 au cours de la floraison des variétés de riz pluvial.

Tanguiéta: iz pluvial de 100jours . Tanguiéta: iz pluvial de 120jours . 4o  Tanguiéta:riz pluvial de 130jours
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Figure 4 : Evolution des séquences séches au cours des phases végétative
et de floraison du riz pluvial suivant différentes dates de semis

Légende

-prv>5 : probabilités de survenue des séquences seches > 5 jours a la phase végétative ;
-prf>5: probabilités de survenue des séquences seches > 5 jours a la phase de floraison ;
-prv>7 : probabilités de survenue des séquences séches > 7 jours a la phase végétative ;
-prf>7 : probabilités de survenue des séquences seéches > 7 jours a la phase de floraison ;
-prv>10 : probabilités de survenue des séquences séches > 10 jours a la phase végétative ;
-prf> 10 : probabilités de survenue des séquences séches > 10 jours a la phase de floraison.

DISCUSSION

Les résultats de 1’étude montrent que les débuts des pluies,
les longueurs et les totaux pluviométriques connaissent une
grande variabilité. De 1970 a 2016, les tendances des débuts
de pluies, ont indiqué que les pluies sont de plus en plus
tardives a Glazoué et de plus en plus précoces a Malanville
et Tanguiéta. Les débuts des pluies ont été plus tardifs
dans les régions du centre (Glazoué) que dans les régions
septentrionales (Malanville Tanguiéta) au cours des dernicres
décennies au Bénin (MCVDD, 2019). Lawin et al. (2011) ont
détecté au Bénin un décalage de plus de 18 jours des pics
de précipitations apres le début de I’année 1970. Ezin et al.
(2018) ont identifié un retard dans I’installation des pluies
dans les régions du centre Bénin (Glazoué) au cours de la
période 1970-2010. Kniveton et al. (2008) ont révélé une
précocité et un retard des débuts de pluies dans certaines
régions d’Afrique de 1’Ouest, du Nord et de I’Est au cours
de la période 1978-2002. Ces résultats confirment les études
antérieures qui indiquent qu’au cours des dernicres années
(1970-2015), les débuts des pluies sont devenus encore plus
imprévisibles pour les producteurs de riz pluvial en Afrique
qu’autrefois (1921-1970) (Van Diepen & Azontonde 1979 ;
Atidegla et al., 2017 ; Nyadzi et al., 2019). La variabilité des
débuts des pluies cause d’énormes préjudices a la productivité
du riz pluvial en Afrique (Kouakou et al., 2013 ; Niang et
al., 2018 ; Arouna et al., 2021). Le retard des débuts des
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pluies a entrainé la baisse de moiti¢ des rendements grains
de NERICA 1 et NERICA 4, passant de 1065-1466 kg.ha'!
en 2013 a 544-665 kg.ha' en 2014 a la station de recherche
de I'Institut Sénégalais de Recherches Agricoles de Sinthiou
Maleéme (Kouakouetal.,2016). De 1970 a 2016, les tendances
des fins des pluies sont de plus en plus tardives pour les trois
communes. Les longueurs et les totaux pluviométriques
minimaux saisonniers obtenus indiquent que ces derniers ne
sont pas toujours favorables a la production du riz pluvial. En
effet, Ingram (1993) a montré qu’en fonction du climat, les
besoins totaux en eau du riz pluvial varient entre 700 a 800
mm pour une durée du cycle de 130 jours.

Par rapport aux séquences séches et dates favorables aux
semailles du riz pluvial, a Tanguiéta, les résultats indiquent
que les dates : 3 juin au 3 juillet ; 19 mai au 18 juin et 9 mai
au 8 juin sont favorables aux semailles respectivement des
variétés de riz pluvial de 100, 120 et 130 jours. Il ressort
¢galement que les dates 3 au 8 juin restent trés favorables
aux semailles du riz pluvial, car les trois groupes de variétés
peuvent étre semés au méme moment dans cet intervalle de
temps. Ces dates coincident toutes avec des probabilités <0, 1
de survenue des séquences séches > 7 jours au cours de la
floraison du riz pluvial. Ces résultats d’une part, confirment
les tendances croissantes obtenues sur les longueurs et totaux
pluviométriques saisonniers et d’autre part, indiquent une
bonne répartition temporelle des pluies au cours des phases
de développement du riz pluvial. En semant a ces dates,
les probabilités de survenue des séquences seches > 5 jours
sont également faibles et oscillent entre 0,2 et 0,3 et celles
des séquences séches > 10 jours sont nulles au cours de la
floraison des trois groupes de variétés.

Ces résultats ont montré aucune date favorable pour les semis
du riz pluvial a Malanville et Glazoué car les dates de semis
bien que favorables a la phase végétative ne garantissent pas
un bon développement du riz pluvial a la phase de floraison.
En effet, les dates favorables aux semis doivent coincider
avec des probabilités < 0,1 des séquences seches > 7 jours au
cours de la floraison (Sarr et al., 2011). La sécheresse finale au
cours de cette phase critique du riz pluvial inhibe la floraison
et impacte directement le développement des panicules et
le remplissage des grains (FAO, 1997 ; Niang et al., 2018).
Dans la commune de Glazoué, ces résultats confirment
entre autres les tendances décroissantes non significatives
de 8 et 9% observées respectivement au niveau des totaux
pluviométriques et des longueurs de la saison pluvieuse. En
effet, les probabilités de survenue des séquences séches > 5,
7 et 10 jours vont s’amplifier davantage lorsque les tendances
décroissantes observées au niveau des totaux pluviométriques
et des longueurs des saisons pluvieuses se maintiennent et se
poursuivent dans le temps, ce qui risque de compromettre la
productivité du riz pluvial dans cette localit¢ du Bénin. Ces
résultats confirment les travaux de Niang et al. (2018) qui ont
démontré que le rendement en grain de riz pluvial est affecté
par la variabilité des totaux pluviométriques annuels dans la
commune de Glazoué. En revanche, a Malanville, les résultats
relatifs a I’occurrence des séquences séches semblent étre
contraires aux tendances croissantes observées a la fois sur
les longueurs et totaux pluviométriques saisonniers. Cette
situation pourrait expliquer par une mauvaise répartition
temporelle de la pluie au cours de la phase de floraison
du riz pluvial. La répartition des pluies impacte plus la
productivité du riz pluvial que les totaux pluviométriques
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annuels (Kouakou et al., 2013 ; Niang et al., 2018 ; Arouna
et al., 2021), corrobore les travaux de Bouraima et al. (2015)
qui ont signalé le besoin d’un complément de 383 mm d’eau
sous forme d’irrigation en saison pluvieuse pour combler les
déficits hydriques au cours du développement du riz pluvial
dans la commune de Malanville. Par ailleurs, de nombreuses
études ont déja révélé la perturbation des calendriers
agricoles au Bénin, du fait de la variabilité et du changement
climatiques (Tidjani & Akponikpe, 2012 ; Atidegla et al.,
2017 ; MCVDD, 2019).

Une bonne connaissance, a la fois des débuts et fins des
pluies et des risques éventuels de séquences séches, permet
de mieux situer les dates favorables au semis du riz pluvial.
La culture du riz pluvial étant fortement tributaire du climat,
ces informations sont capitales et nécessaires pour guider les
producteurs dans le choix de la date de semis et la décision
de semer telles ou telles variétés de riz pluvial. En effet,
dans les communes de Malanville et de Glazoué, le fait de
ne pas pouvoir trouver une date favorable aux semailles du
riz pluvial, n’implique pas forcément une disparition de cette
culture dans ces deux localités qui demeurent de fortes zones
de production du rizau Bénin. Cette étude ayant pris en compte
seulement I’interaction de la variabilité pluviométrique et la
production du riz pluvial, il se peut qu’en condition d’apport
d’eau par irrigation, d’autres facteurs climatiques notamment
la température, I’insolation et I’humidité relative de I’air
devraient favoriser le développement de cette culture dans
ces localités. En revanche, ces résultats révelent plutdt que le
choix variétal, surtout pour la notion de précocité, devra jouer
un rdle trés important en riziculture pluviale dans le contexte
actuel des changements climatiques. Il convient de noter que
les riziculteurs du Bénin courront moins de risques en optant
pour la production des variétés a cycle court < 100 jours. En
zone soudano-sahélienne au Sénégal, Kouakou et al. (2016)
ont fortement recommandé 1’utilisation des variétés précoces
de 75-85 jours afin de garantir les rendements de la culture
du riz pluvial dans le contexte des changements climatiques.

CONCLUSIONS

Cette étude a montré que les débuts des pluies, les longueurs
et les totaux pluviométriques saisonniers ont connu une
variabilité spatio-temporelle qui n’est pas toujours favorable
a la production du riz pluvial au Bénin. A Tanguiéta, les
dates favorables aux semailles du riz pluvial vont du 3 juin
au 3 juillet; du 19 mai au 18 juin et du 9 mai au 8 juin,
respectivement pour les variétés de 100, 120 et 130 jours.
En revanche, 1’étude n’a révélé aucune date favorable pour
les semailles de riz pluvial a Malanville et Glazoué, car les
dates de semis bien que favorables a la phase végétative ne
garantissent pas un bon développement du riz pluvial a la
phase de floraison. En effet, les séquences séches (> 5 et 7
jours) trés présentes surtout a la phase de floraison, sont trés
préjudiciables au développement du riz pluvial dans ces deux
localités. Appliquée a un échantillon représentatif (n > 40)
de pluviométries journaliéres utilisant différentes séquences
séches (> 5, 7 et 10 jours), la chaine de Markov d’ordre 1
s’avere étre un bon outil théorique d’identification des dates de
semis et d’évaluation du rythme pluviométrique au cours des
différentes phases de développement d’une culture donnée.
Les résultats suggérent que les riziculteurs courront moins
de risques en optant pour la production des variétés a cycle
court < 100 jours. Ces résultats peuvent également guider les
décideurs notamment les autorités locales, nationales et les
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partenaires au développement dans le choix ainsi que dans
I’¢laboration des politiques d’aide aux petits riziculteurs. De
nos investigations, il ressort de nouvelles pistes de recherche
sur les perceptions et stratégies d’adaptation des riziculteurs
face a la variabilité et au changement du climat.
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Dynamic of the vegetation and climatic variables in Dimbokro Department, Central Cote d'Ivoire

Rita Massa Biagnel*, Anthelme Gnagbo?2 and Frangois N’Guessan Kouame3

Abstract

The combined effects of both temperature increasing and human activities intensification in the tropics have a direct consequence as the
perturbation on the natural vegetation cover. In order to better understand this process, the present study was undertaken in Dimbokro
Department through a mapping and analysis of the spatial and temporal evolution of land cover types based on 29 years period (1988-2017)
satellite images (Landsat 4 TM and Landsat 8 OLI/TIRS). A diachronic analysis of satellite data and a supervised classification using OLI
5/6/4 colorful compositions allowed a better discrimination of the land use types. The forests of plateaus, the riparian forests and the nude
soils or localities decreased in area, while the shrubby savannas, the forests plantations and the fallows or crops lands increased in area.
The overall accuracies for the classified images were 96.76% (1988) and 97.70% (2017), while the Kappa coefficients were estimated at
0.96 (1988) and 0.97 (2017). The riparian forests and the nude soils or localities were the land use types that have lost the most area with
respective rates of change of -30.36% and -47.45%.

Key words: West Africa, satellite images, temperature, spatio-temporal evolution, land uses.

Résumé

The combined effects of both temperature increasing and human activities intensification in the tropics have a direct consequence
as the perturbation on the natural vegetation cover. In order to better understand this process, the present study was undertaken
in Dimbokro Department through a mapping and analysis of the spatial and temporal evolution of land cover types based on 29
years period (1988-2017) satellite images (Landsat 4 TM and Landsat 8 OLI/TIRS). A diachronic analysis of satellite data and a
supervised classification using OLI 5/6/4 colorful compositions allowed a better discrimination of the land use types. The forests of
plateaus, the riparian forests and the nude soils or localities decreased in area, while the shrubby savannas, the forests plantations and
the fallows or crops lands increased in area. The overall accuracies for the classified images were 96.76% (1988) and 97.70% (2017),
while the Kappa coefficients were estimated at 0.96 (1988) and 0.97 (2017). The riparian forests and the nude soils or localities were
the land use types that have lost the most area with respective rates of change of -30.36% and -47.45%.

Key words: West Africa, satellite images, temperature, spatio-temporal evolution, land uses.
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1. INTRODUCTION

Archaeological researches showed that prehistoric man
already exploited his environment (Eggert 1993). But during
the recent decades, the natural vegetation is disappearing very
quickly (Spichiger et al. 2000) under a high human pressure
in the Tropics (Bamba et al. 2008; Ouédraogo et al. 2009).
Various human activities including agriculture and forest
logging thatinvolve heavy machineries and chemical products,
hunting, water flows, bush fire, vegetation clearance for cities
and non-timber forest products (Kouamé 2016) led to a deep
modification of the natural environment. Consecutively there
is the current decreasing of natural vegetation area (Kouamé
and Zoro Bi 2010) and impoverishment of the original flora
and the soil fertility (Guillaumet et al. 1971). Unfortunately, in
most tropical countries, and especially in Africa, the derived
savannas occupy very large areas nowadays. Some authors
including Spichiger et al. (2000) attribute the replacement of
tropical rainforest by the derived savannas to climate change.
These two phenomena seem to be interconnected since
massive deforestation in the Tropics also affects the regional
climate (Parmentier et al. 2007). The natural distribution of
vegetation main types in the Tropical Africa follows both

geographical coordinates and climatic factors (Parmentier et
al. 2007, 2011). This study aims to assess the remaining forest
cover in the Department of Dimbokro in order to ensure
better protection However, the different types of biotopes
found in the Department of Dimbokro are undergoing a
modification of the vegetation cover in time and space as a
result of anthropic pressures. This manuscript describes the
evolution of the land use types between 1988 and 2017 as a
response to the local temperature increasing and the human
pressure in Dimbokro which is one of the hottest areas of
Cote d’Ivoire (Brou et al. 2005). The objective of this study
is to characterize the spatio-temporal dynamics of land use
types in Dimbokro from 1988 to 2017, given that temperature
increasing in this forest-savanna contact zone can strongly
alter the dynamics of forests and other ecosystems in many
ways (Mortsch 2006). We therefore hypothesised that land
use types would show different responses to human activities
and temperature variation in Dimbokro Department.
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2. Materials and methods
2.1. Study zone

The Department of Dimbokro is located in the centre-eastern
part of Céte d'Ivoire (Figure 1). Dimbokro town is the main
city of the N'Zi Administrative Region which is bordered in
the North by Bocanda area, in the South by Tiémélékro area,
in the East by Bongouanou area and in the West by Toumodi
and Yamoussoukro areas (Figure 1). Its geographical area
extends between 6°37' and 6°47' North latitude and between
4°38' and 4°45' West longitude and covers an area of 161.9
km? (Figure 1).
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Figure 1. Location and presentation of the Dimbokro Department.

The relief is not very rugged and shows an overall monotony
with low hills (Avenard 1971). The soils are mostly ferralitic
(Perraud 1971). The hydrographic network is composed of the
N'Zi, Agnéby, Comoé rivers and their tributaries (Guillaumet
et al. 1971). Annual minimum and maximum temperatures
changed respectively from 23 and 32.5 in 1979 to 23.2 and
34.8 in 2019. The monthly temperatures over these 40 last
years showed 20.4-23.3 °C minimal temperature, 29.9-35.4
°C maximum temperature and 25.9-29 °C mean temperature
(Table I). The monthly rainfall for the same period varied from
11 to 200 mm (Table I), while the sunshine mean duration
was set between 3 and 7 hours per day.

2.2. Methods for mapping the current land cover

The mapping process included three main successive phases
which consisted of the classification of satellite images, the
validation of this classification and the characterization of
land cover dynamics.

Two Landsat satellite images (TM of 24 December 1988
and OLI/TIR of 14 January 2017) covering scene 196/055
were downloaded from the http:earthexplorer.usgs.gov
website. All the images were taken during the dry season to
avoid the clouds and a comparison of images from different
seasons which could lead to non-comparable results (Noyola-
Medrano et al. 2008; Kpedenou et al. 2016). The WGS 84
system with the UTM 30 North projection for georeferencing
the images were used. The mapping methodology was based
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on the processing of Landsat data (2017 and eventually 1988)
and was supplemented by the ad hoc acquisition of data
from other satellites (SPOT, IKONOS, Quickbird, etc.) from
recent archives when Landsat data were unavailable or of
poor quality. The shape files of the administrative boundaries,
hydrographic network as well as communication roads were

downloaded online from https://www.openstreetmap.org

website.

Four field trips using a GPS were necessary to validate the
classification. The vegetation cover changes during these
29 years were raised up following the requirement of 10
years minimum to better perceive changes in the vegetation
(Lambert 2012).
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2.3. Digital image processing by calculating spectral
indices

The process of images digital classification involved the
choice of the colorful compositions and of the classification
algorithm. The unsupervised classification was maintained
when it corresponded to the field observations. After the
classification validation, a 3x3 median filter reduced the intra-
class heterogeneity by deleting isolated pixels. The variations
of land cover types along time were analysed using ArcGIS
9.2 and Envi 5 software following Schlaepfer (2002). The
Kappa coefficient which establishes a relationship between
a map and the ground reality was calculated and a confusion
matrix showing the error levels in the allocation of pixels
between the different classes (Godard 2005) was analysed.

2.3.1. Detection of change by the Ground Surface Temperature

The Ground Surface Temperature (GST) was calculated to
detect the rates of change at the ground surface between 1988
and 2017. This temperature was obtained by Planck's law
conversion of luminance in the thermal infrared, which was
then corrected for emissivity effects using the Temperature
Independent Spectral Indices of Emissivity (TISIE) model
(Li and Becker 1993; Wan and Li 1997). GTS is regulated by
vegetation and is determined from the relationship between
the gloss temperature and the surface emissivity (Williams
and Smith 1990; Prata et al. 1995).

GTS =TB/ (1 + (. TB/ p) Ing Equation (1)

TB =K,/ (In(K,/ LA+ 1)) Equation (2)
with :

p=hxc/c(1.438 x 10-2 m K) Equation (3)

Where GTS: ground surface temperature (in Kelvin converted
into degree Celsius), TB: gloss temperature (in Kelvin); K1
and K2: constants applied for Landsat OLI/TIRS, LA: spectral
radiance at sensor aperture, A: wavelength of emitted radiation
(11.5 pm), o: Stefan Boltzmann constant (1.38 x 10-23J K-1),
h: Planck constant (6.26 x 10-34 J s), c: speed of light (2.998
x 108 m/s), and &: emissivity.

GTS is the using the fraction of Plant Cover (CV) described
by Valor and Caselles (1996) and calculated as follows:

CV = (NDVI - NDVImin)*/ (NDVImax —- NDVImin)?

Equation (4)

where NDVI was Normalized Difference Vegetation Index
2.3.2. Detection of change by the NDVI

Therate of change in vegetation cover was calculated using the
NDVI, which characterizes the leaf biomass of the vegetation
cover over time (Vancutsem et al. 2006) between the Near
Infrared and the Red canals. Denis (2013) set the NDVI
values for satellite images at close to O for open water surface,
at 0.1-0.2 for nude soil and at 0.5-0.8 for dense vegetation.
The NDVI is directly related to the photosynthetic activity of
plants and therefore to the energy absorption capacity of the
canopy; it becomes an indicator of plants chlorophyll biomass
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(Denis 2013) calculated through the following formula:

NDVI = (PIR-Red) / (PIR+Red) Equation (5)

where PIR: near-infrared canal et R: red canal.
2.3.3. Detecting change by Normalized Difference floor gloss Index

As the previous indices, the Normalized Difference floor gloss
Index (NDBI) of Crist and Cicone (1984) was calculated to
detect changes in the area covered by the floor between 1988
and 2017. This index uses the infrared (PIR) and mid-infrared
(MIR) canals to highlight the settlements.

NDBI = (MIR-PIR) / (MIR+PIR)

The positive values (light colors) of this index correspond
to the presence of nude soils, and the negative values (dark
colors) indicate a vegetation.

Equation (6)

2.3.4. Colorful compositions

The colorful compositions was achieved by combining
information from three spectral bands of a satellite sensor and
displaying it simultaneously in the three primary colors (red,
green and blue). These colorful compositions was created in
order to obtain a good visualization of the different types of
plant formations. Thus, the creation of colorful compositions
was exported into a Geographic Information System database
type for the preparation of field sites to be visited and for the
characterization of land use types.

2.3.5. Validation of the classification

The validation of the satellite images consisted into the
comparison of the image classes resulting from the different
spectral signatures of the satellite images to the field data. The
different land use types in the study area were georeferenced
during a week field trip through 43 local points. These
georeferenced local points were digitized with ArcGIS 9.2
software to be compared to the classes from the Landsat images
preprocessing as well like in numerous remote sensing studies
(Zhuetal. 2017, Maetal. 2019, Wang and Gamon 2019, Cheng
et al. 2020, Weiss et al. 2020). A supervised classification was
carried out by comparing the training points from the image
to the control points from the field. The produced map is
accompanied by a Kappa coefficient and a confusion matrix.
The Kappa coefficient establishes a relationship between the
produced map and the field reality. The higher coefficient means
the map is much closed to the truth on the field (De Raadt et
al. 2019, Foody 2020). The confusion matrix shows the levels
of error in the allocation of pixels between the different classes
(Godard 2005, Ruuska et al. 2018).

2.3.6. Spatial and temporal analysis of the land use types

The combination of spatial and temporal components in
remote sensing consisted in determining the rate of land cover
change calculated between 1988 and 2017, and generating
the change map for the evolution of land cover types. In order
to facilitate and synthesize the analysis of the global evolution
of land use, seven land use units as riparian forests, forests
of plateau, plantations forest, woody savannas, shrubby
savannas, fallow or crops lands and nude soils or localities
were monitored from 1988 and 2017 photos. A transition
matrix between 1988 and 2017 let to detect the slightest
changes as an increase, a decrease or a stability in the land use
types. A positive change in land cover corresponds to a gain
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in land cover, while the negative change corresponds to a loss
of coverage. Thus, to find the rate of change in temperature,
chlorophyll activity, water surfaces and vegetation cover, a
subtraction was made between progression and regression for
each index. Finally, the rate of change (Tc) in land cover was
calculated between 1988 and 2017 as described by Toyi et al.
(2013) using the following formula:
Te = (A2 — A1/A1) x 100 Equation (7)
where Al and A2 were the initial and final area of the land use
type, respectively.

3. RESULTS
3.1. types of land use in dimbokro county

3.1.1. ground surface temperature

the dark red coloration on the gst image corresponding to the
higher temperature surface moved from the south-western part
of the study area (figure 2 zone a) in 1988 to the north-western
(figure 2 zone c) in 2017. the orange-yellowish coloration
expressing lower temperature moved from the south-eastern
of the dimbokro department (figure 2 zone d) in 1988 to the
northern (figure 2 zone c) in 2017.

the evolution of the temperature in dimbokro department
between 1988 and 2017 (figures 3 & 4) showed a rise in
temperature in both the south-western and northern zones. the
eastern-north and western zones showed a drop in temperature,
while the centre of dimbokro department expressed mainly a

stable temperature between 1988 and 2017 (figures 3 & 4).
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Figure 2. Evolution of the ground surface temperature
between 1988 and 2017 in Dimbokro Department
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Figure 3. Evolution of the ground surface temperature
between 1988 and 2017 in Dimbokro Department
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Figure 4. Temperature evolution between 1988 and 2017 in
Dimbokro Department

3.1.2. Vegetation index by normalized difference or Tucker index

The highest chlorophyll activity in 1988 was recorded in the
Eastern zone (Figure 5 zone D), while the lowest chlorophyll
activity was reported in Western zone (Figure 5 zone A).
In 2017, the Eastern zone showed the highest chlorophyll
activity (Figure 5 zone D), while the lowest chlorophyll
activity was extended from the Western to the Central and
Northern zones (Figure 5 zones A, B, C). In terms of the
chlorophyll level evolution from 1988 to 2017 in Dimbokro
Department, the overall tendency was a stability on 82 %
of the Department (Figures 6 & 7). The 8% change was a
decrease of the chlorophyll level on 85.11 km? mainly in the
Western zone and an increase on 214.41 km? mainly in both
Eastern-north and Eastern-south zones (Figures 6 & 7).

3.1.3. Normalized Difference Soil Brilliance Index

The evolution of the NDBI from 1988 to 2017 showed the
highest values in the Eastern zone, while the lowest values
were found in the Western zone (Figures 8 & 9). But there
was a slight decrease of the NDBI in the Northern, Central
and Eastern zones during that period. In terms of the NDBI
change spectrum between 1988 and 2017, the Department
experienced 37.73% of change, which was a loss of 613.92
km? and an extension of 6.38 km? (Figures 8 & 9).

NDVI

e High chlorophyll activity

B (o chlorophyl activiey

Figure 5. Evolution of the chlorophyll activity between 1988
and 2017 in Dimbokro Department
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Figure 6. Evolution of the chlorophyll levels between 1988 and
2017 in Dimbokro Department
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Figure 7. Evolution of chlorophyll activity between 1988 and
2017 in Dimbokro Department
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Figure 8. Evolution of the plant cover levels in 1988 and 2017
in Dimbokro Department
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Figure 9. Evolution of vegetation cover between 1988 and 2017

in Dimbokro Department.
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Figure 10. Compositions of the 2017 landsat image showing the oli 5/6/4

3.2. Validation of classification results

The different colorful compositions OLIS5, OLI6 and OLI4
of 2017 Landsat images discriminated as well the land use
types (Figure 10) the major colorations which were the
clear green and dark green. The different classifications
were evaluated by the confusion matrices and the Kappa
coefficient (Tables II & I1I). These matrices showed overall
map accuracies of 96.76% for 1988 Landsat TM image and
97.70% for 2017 Landsat OLI-TIRS image. The Kappa
coefficients were set at 0.96 for 1988 image and at 0.97 for
2017 image (Tables II & III). A closer analysis showed that
a minor confusion was observed between some land use
types. In 1988, the highest confusion is found between the
woody savannas and the shrubby savannas, and between
the nude soils or localities and the woody savannas (Table
II). These confusions were 3.73% and 3.66% respectively.
In 2017, the highest confusion was between the fallows or

crops land and the nude soils or localities, with a value of
5.42% (Table III).

3.3. Evolution of the land use types

The land use map of the different vegetation formations
in Dimbokro County between 1988 and 2017 (Figure 11)
showed a total of seven land use classes. These are fallows
or crops lands, reparian forests, forests of plateaus, forest
plantations, savannas (shrubby and woody) and nude soils
or localities. The latter (nude soils) reached the Southern
zone of Dimbokro Department (Figure 11).

&



REV. RAMRES - VOL.09 NUM.02. 2021** ISSN 2424-7235

Table I1. Confusion matrix for the classification of the 1988 image.
Total accuracy = (18501/19121) 96.76%, Kappa coefficient = 0.96. The values in bold diagonal
correspond for each class to the well-ranked pixel rates. The various off-diagonal rates reflect
the rates of poorly ranked pixels that have been assigned to a class to which they do not belong.

Woody Fallows or crops ~ Forest Forests of Riparian Shrubby Nude soils or
Classes savannas lands plateaus forests Savannas localities
Woody savannas ~ 95.87 0 0 0 0 0 0
Fallows orcrops 5 o 9381 o 0 0 0 o
lands
Forest plantations ~ 0.03 0.67 96.37 0.53 0 0 0
Forests of plateaus  0.09 0 116 98.18 1.46 0.09 0.93
Riparian forests 0.28 1.87 222 04 98.1 L15 0.28
Shrubby Savannas 0 3.66 0.25 0.73 0.44 98.38 1.87
Nude soils or 0 0 0 0.17 0 0.38 96.92
localities
Total 100 100 100 100 100 100 100

Table III. Confusion matrix for the classification of the 2017 image.
Total accuracy = (11842/12121) 97.70 %. Kappa coefficient = 0.97. The values in bold diagonal
correspond for each class to the well-ranked pixel rates. The various off-diagonal rates reflect
the rates of poorly ranked pixels that have been assigned to a class to which they do not belong.

I | Forest plantations

Woody Fallows orcrops ~ Forest Forest of Ripaian  Shrubby Nude soils or
Classes savannas lands Plateaus forests Savannas localities
0.00 0.00 0.00
Woody savannas  99.09 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00
Fallows orcrops 9430 0.00 033
lands
0.00 0.00 0.00
Forest plantations  0.61 0.00 9858 1.99
0.00 0.00 0.00
Forests of Plateaus 138 041 9535 110
- 0.00
Riparian forests 432 028 0.00 9725 087 0.15
0.00
Shrubby Savannas  0.23 073 233 275 93.71 132
r 0.00 0.00 0.00 0.00
Nude soils or 0.04 542 97.44
localities
Total 100 100 100 100 100 100 100
N mr 3 N
~ A
H b - - I i
"| + Localities
Main roods
I | | — Raitway
I i Watercourses 1 il
| Woody savanaas
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Figure 11. Evolution of land use types in Dimbokro Department in 1988 and 2017

In terms of change rate of land use types, the overall Dimbokro
Department experienced a rate of 6.79% corresponding to an
increasing area of 17% (271.67 Km?) of the savannas (shrubby
and woody), the fallows or crops lands, the forests of plateaus
and forest plantations, and a decreasing area of 23.66% (380.90
Km?) of the nude soils or localities and the riparian forests
(Figures 12 & 13, Table IV). The riparian forests lost 30.36%
of its area, while the nude soils or localities experienced a
regression about 47.45% of its (Figures 11 & 12, Table IV)
from 1988 to 2017. The shrubby savannas, the forest of plateaus
and the fallows or crops lands showed a slight increase in area,
while the woody savannas and the forest plantations got the
higher positive rates of change with 93.40% and 205.05% of
their respective areas (Figures 11 & 12, Table IV).
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Figure 12. Changes in Dimbokro Department land use types between 1988 and 2017.
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Figure 13. Changes in land use types between 1988 and 2017 in
Dimbokro Department

Table IV. Matrix of the land use types change in Dimbokro Department from 1988 to 2017.

Year 1988
Woody Fallows or Forest Forest of Riparian  Shrubby Nude soils or
Surface (ha) savannas _ crop lands plantation _ plateaus forests Savannas localities Total
Woody savannas 94,31 11 0.14 0.03 0.05 0.01 0.01 100
Fallows or crop
lands 0.87 15.57 5.11 2.51 12.56 14.76 8.42 100
= Forest plantation 0.71 4.65 5233 48.7 15.91 3.23 281 100
&  Forestof
g plateaus 0.97 13.09 29.77 372 382 14.01 7.82 100
>‘ Riparian forests 1.16 35.1 4.12 271 2177 36.84 244 100
Shrubby
Savannas 1.34 20.34 6.17 7.43 9.88 2251 321 100
Nude soils or
localities 0.65 10.15 238 145 1.64 8.65 24.4 100
Total Land uses 100 100 100 100 100 100 100 -

The change matrix of the cross-referencing of 1988 and 2017
land use maps of Dimbokro Department showed a change
in the different land use types areas which was a decrease of
5.69% (367 325 ha) vegetation and an increase of 5.52% (355
984 ha) vegetation (Table V).

Table V. Overall land use types change in Dimbokro Department
from 1988 to 2017.

_ Natureofchange ~ Area(ha)  Importance (%)

Stability 5729291 88.79
Progression 355984 5.52
Regression 367 325 5.69

Total 6452 600 100

3.6. Relation between climatic variables and the land use types

In 1988, the Eastern zone of Dimbokro Department occupied
mainly by the forest plantations, the fallows or crops lands and
the riparian forests (Figure 7) showed the highest chlorophyll
activity level (Figure 4), the lowest ground surface temperature
(Figure 2) and the highest value of NDBI (Figures 8 & 9).
The Western zone of Department was covered mainly by the
savannas (shrubby and woody), the nude soils or localities
and the forests of plateaus (Figure 7) and experienced the
lowest chlorophyll activity level (Figure 4), the lowest land
surface temperature (Figure 2) and the lowest value of NDBI
(Figures 8 & 9).
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4. DISCUSSION

The overall high map accuracies about 96.76% for 1988
Landsat TM image and 97.70% for 2017 Landsat OLI-TIRS
image, and the Kappa coefficients of 0.96 for 1988 image
and at 0.97 for 2017 image showed that the classification of
the land use dynamics in Dimbokro Department (Figure 10)
was very correct as well as recommended Pontius (2000),
De Raadt et al. (2019) and Foody (2020). Thus, these maps
(Figures 10, 11 & 13) experienced the field truth and the
slight confusions found between the riparian forests and
woody savannas, on the one hand, and between the fallows
or crops lands and the nude soils or localities, on the other
hand (Tables II & III), could be due to the physiognomy of
these vegetation, which should be favourable to very close
spectral responses. Therefore, the classification of the land
uses into seven types (Figures 10-12, Tables 1I-IV) was very
good and allowed to evaluate the land use change over the 29
years dynamics (Figures 11-13, Table IV). Many authors in
Cote d’Ivoire, specially N’Guessan et al. (2003), Goetze et al.
(2006), Barima (2009), Barima et al. (2009, 2010) and Sangne
et al. (2015) stressed that the use of remote sensing indices
provide useful and potential information for the knowledge of
the state of the vegetation cover of an area. Elsewhere, others
authors like Wang and Gamon (2019) and Weiss et al. (2020)
gave the same conclusion.

Therelationship ofthe GST (Figures 2 & 3) with the chlorophyll
activity and level (Figures 5 & 6), and with the plant cover
level (Figure 8) was conform to Benkahla (2011) who found
the lower surface temperature in the higher vegetation density
area and certified that the vegetation regulates the surface
temperature by absorbing the radiant energy and re-emitting
it as latent heat through the process of evapotranspiration.
The areas of Dimbokro Department with the highest land
use change from 1988 to 2017 was the forest plantations
(Figures 8, 11 & 12) that increased and corresponded to the
area of the highest chlorophyll level (Figure 5). These forests
plantations belonging to the Société de Développement des
Foréts domain were largely monospecific plantations made
up of species such as Gmelina arborea Roxb., Senna siamea
(Lam.) Irw. & Barn. and Tectona grandis L.f. and where the
canopy was very closed by large trees (Kouamé 2017).

Meneses-Tovar (2011) stated that NDVI was an indicator of
forest health, while Tra Bi (2013) underlined the correlation
between the chlorophyll activities and the anthropogenic
activities. In Dimbokro Department, the establishment of the
crops like yam, cassava, palm oil, rice, cashew and banana
was the main cause of the regression of both the riparian
forests and the nude soils or localities (Figure 12) as have
shown Kissinger et al. (2012) and Tchatchou et al. (2015).
Ningal et al. (2008) showed that the evolution of agricultural
areas to the detriment of vegetation cover was a threat of
the forest areas. Mama and Oloukoi (2003), Kissinger et al.
(2012) and Tchatchou et al. (2015) distinguished the direct
and indirect causes of the vegetation cover degradation.
The direct causes were related to human activities including
charcoal production, the medicinal plants extraction, logging,
bush fires, forest clearance etc. by the rural populations.
The Indirect causes were related to the poverty of the local
populations, which harvest the vegetation for the financial
means or to their primary needs such as the health, the meat,
the food etc.
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5. CONCLUSION

The analyses of Landsat TM satellite images from 1988 and
OLI/TIRS satellite images from 2017 showed the spatial
and temporal dynamics of the landscape and land use types
in Dimbokro Department. The unsupervised classification
method discriminated land use types on the basis of remote
sensing indices including GST, NDVI, NDBI and NDWIL
These indices provided information on the heat exchange,
the chlorophyll level and activity, the vegetation cover
and dynamic. From 1988 to 2017, all the land use types
increased in area more or less significantly except the riparian
forests and the nude soils or localities, which decreased in
area significantly in Dimbokro Department. A relationship
was found between the land use types and the chlorophyll
activity level and activity, and the GST, and the NDBI. Our
hypothesis to find different responses of the land use types
to human activities and temperature variation in Dimbokro
Department was confirmed.
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