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RESUME

Les systémes de reproduction jouent un role fondéah@lans la structuration spatiale et
temporelle de la diversité génétique au sein eedes populations d’'une méme espece.

Chez les plantes, de nombreuses espéces présentpapulation la capacité de se propager
partiellement par voie asexuée et de se reprogair&oie sexuée sous controle d'un systeme
d’auto-incompatibilité gamétophytique (GSI).

Cette thése a pour but de mieux comprendre lesidatjuns évolutives de [l'utilisation de
systemes de reproduction mixtes chez les plantésc@ubinent a la fois un mode de
propagation asexuée facultative et une reproduséxniée ou les croisements se font sous le
contrble d’'un systeme d’auto-incompatibilité.

Tout d’abord, nous nous sommes intéressé a I'img@da propagation asexuée et du GSI sur
la diversité génétique et sa structuration en pamns. Nos résultats montrent que la prise en
compte des répétitions des génotypes dues a lagatpn asexuée diminue les valeurs de
Fis, non pas que les génotypes clonaux aient uneozgtgstie plus élevée mais parce qu'ils
augmentent les fréquences des alléles gu’ils potenplus souvent et relativisent les
fréquences des autres. En conséquence, les valeurbétérozygotie attendue diminuent
alors que I'hétérozygotie observée reste la mémepefdant, d’'une population a l'autre, les
génotypes ne portent pas les mémes alléles. Paégoent, la prise en compte des répétitions
de génotypes dues a la propagation asexuée auglaetifiérenciation inter-populations. Par
ailleurs, nos données constituent un premier éléaeronfirmation de I'effet d’'un locus du
GSI sur des loci neutres liés et non liés, prédit |p modele théorique de Glémah al.
(2001). Un locus a 2 cM du locus des GSI, un mamueeutre présente des valeurs de
diversité et de différenciation proches de cel@sontrées au locus du GSI, contrairement a
d’autres loci non liés ou plus distants du GSI. &8I constitue un des modeles les plus
etudiés pour étudier I'effet de la sélection bag@ndEn populations structurées, cette pression
de sélection permet aux alleles S une meilleureilit®len réduisant les effets de dérive.
Cependant, le merisier posséde une différenciatitar-populations médiane. Nos données
empiriques soutiennent le modéle de Schierup (19®@®ntrant que pour des valeurs de
différenciation médiane, la migration n’est pasfisafnment forte pour homogénéiser la
diversité genétique des démes. Elle maintient dedémisme mais elle est, par ailleurs,
suffisamment importante pour que ces alleles «miglées » passent dans d’autres demes ou
on peut les y observer a des fréquences alléligues faibles que les valeurs d’équilibre
attendues sous les hypothéses de Wright (1939).



Dans une deuxieme partie, nous nous sommes irkéaelstude de la transmission de cette
diversité génétique d’'une génération a I'autreuée sexuée. Globalement chez cette espéce,
peu de fleurs sont pollinisées en fruits. Par @aifle les participations individuelles a la
création des générations suivantes sont inégales.rébsultats montrent que la propagation
asexueée n’est globalement pas un handicap poaptaduction sexuée, elle favorise méme la
composante male des succes reproducteurs. Cepgendasatavons mis en évidence un effet
de pollen limitationlorsque un génotype augmente le nombre de rametséthe genet dans
son voisinage. Enfin, chose surprenante, nous afgbas pas d’effet de la sélection balancée
sur la création de descendants. Les systemes dedugtion alliés a une répartition spatiale
qui apparait fortement structurée semblent favofisecurrence de croisements préférentiels
réalisés le plus souvent entre individus spatiaignpeoches. Cependant, une partie plus
faible mais non négligeable des descendants e tescroisements a plus longue distance.
En confrontant des modeles et des concepts th&arigux réalités biologiques, nos résultats
mettent en évidence que les stratégies de repliodyzdrticipent a faconner I'évolution de la
diversité génétiqgue d’'une espeéce ; mais ils mohtressi que leur effets sont probablement
plus complexes voire contraires a ce que prédissninodeles ou les concepts actuellement
admis. Comprendre les effets seuls ou combinéstdggies de reproduction nécessitera des

efforts plus soutenus de la part de la communaigdtifique.



ABSTRACT

Mating systems hold key parameters to understaacetolutionary processes shaping both
the genetic diversity and differentiation. Mostmika can propagate through both vegetative
and sexual reproduction under gametophytic selbsimzatibility systems (GSI). The aim of
our study was to improve the understanding of thpaict of the two reproductive strategies
on both genetic diversity and differentiation thgauime.

We studied the impact of asexual propagation and G% the population genetic
differentiation. When clones are taken into accpteterozygote excess within populations
increased. Genotypes that propagate asexually weie more heterozygous but the
frequencies of the alleles preferentially sharedalsgxual genotypes increased while the
frequencies of the alleles poorly shared by thomsalecreased. Consequently, the expected
heterozygosity decreased whereas thevilues decreasedsFvalues. However, asexual
genotypes did not share the same alleles amondaiimms and thus genotypes increased the
genetic differentiation among populations. Besidms, data confirmed the Glemet als
predictions (2001) : at 2cM, a neutral locus clgskhked to the GSI's one presented
evidences of hitchhiking. As the GSI locus, thetredulocus exhibited high heterozygote
excess and low differentiation among populations.

The GSI constitutes an interesting tool to stuaydffect of the negative frequency dependent
selection on genetic diversity and its structut@sTkind of selection reduces the effect of the
genetic drift and favours the allele mobility. Hoxee, the differentiation among population of
wild cherry trees is intermediate. Our data vakdathe Schierup’s predictions (1998). At an
intermediate migration rate and contrary to thedteons of Wright model (1939), the S
allele frequencies is dominated by low frequendgled with large variance within demes.
Low migration rate can maintain endemic speciidtbut is sufficiently high to propagate
those specificities into other demes.

In the second part of the manuscript, we studie@ kenetic diversity passes from one
generation to another under sexual reproductionst, Fvery few flowers were pollinated
successfully and produced fruits. Moreover, indinl$ variably participated the next
generation. Our results showed that asexual préjpagalid not disadvantage sexual
reproduction. However, pollen limitation can be ed¢¢d when the neighbourhood of an
asexual genotype is principally constituted ofoten ramets. Besides, we did not detect any

effect of balanced selection into sexual reproductiThe mating systems and the probably



strong spatial structure cooperated to favour e®osbetween the closest neighbours.
However, we observed a non-trivial quantity of g coming from long distance crosses.

Our empirical data underlined the necessity to ouprour knowledge on the impact of mixed
mating systems have on evolutionary processesoilgtour results showed that their effects
are more complicated and even opposite to theatgbiedictions but also that the mating

system can play a major force that drives the aiariof the genetic diversity of species.
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AVANT -PROPOS
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rédaction d’'un papier. La rédaction de la discussie celui-ci n’étant pas terminée, il n’a pas
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éte ajouté tel quel en annexe, seul les résultats @ésentés en Annexe 6. Nous avons par
ailleurs travaillé avec I'INRA d'Orléans, le CGAFNB d'Orléans et 'ENGREF de
I'Arboretum des Barres a I'étude des stratégieshfi@tillonnage permettant de conserver les
ressources génétiques d’arbres, ce projet étaminden par le Bureau des Ressources
Génétiques. Cette collaboration a fait I'objet deddaction d’'un manuscrit présenté Annexe
4 en 2004.

Suite a I'exposé de nos résultats concernant lesesude fructification des merisiers en
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comme il n'a pas encore fait I'objet de relectuae ges tiers, il n'est pas présenté en Annexe.

Deux biens sont pour nous aussi précieux que beala lumiere pour les arbres : la solitude
et les échanges.
Christian Bobin
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Introduction

"On ne va jamais aussi loin que
lorsqu'on ne sait pas ou l'on va"
Christophe Colomb



INTRODUCTION

Diversité des systemes de reproduction chez lestesa

Les systéemes de reproduction jouent un role fondéah@lans la structuration spatiale et
temporelle de la diversité génétique au sein eteelels populations d’'une méme espéce.
Déterminant la migration efficace des alléles diespace et dans le temps, ils constituent
une des clés majeures pour comprendre la dynamégakitive de la diversité génétique
d’'une espece (Richards 1996 ; Bar203). Les plantes généerent des descendants ga tro
principaux modes de reproduction : I'allogamieut@écondation et la propagation asexuée.
Chez les végétaux, la plupart des individus peuwitiser couramment plusieurs de ces
modes pour engendrer des descendants. lls sengldepter de fagon stable dans I'espace et
le temps des stratégies mixtes de reproductiorhéRils 1996 ; Goodwilliet al. 2005).

D’un coté, la propagation asexuée confére une asserde survie des géenotypes, méme si la
production de tels descendants chez les espécgévivas et ligneuses peut se révéler plus
colteuse gu’une génération par voie sexuée (Borndidgley 2003). Elle n'implique pas
d’évenements de recombinaison ou de méiose, ceaqduit les génomes a se comporter
comme des groupes de liaison géants (Richards 2D€8)ombinaisons alléliques favorables
émergées par mutation sont ainsi préservées. Matom/repartie, ces génotypes sont aussi
sensibles a I'accumulation de mutations délétévesrfiead & Lande 1997Muller’'s Ratchet
Richards 2003). Par ailleurs, la reproduction agexproduit généralement des descendants
qgui sont moins aptes a la dispersion (Richards QD8n résulte la création d’'une structure
spatiale forte ou plusieurs générations du mémetgpa peuvent concourir pour I'acces aux
mémes ressources (Eckert 2001).

D’un autre co6te, la distribution ubiquiste de lgrmduction sexuée parmi tous les phyla
eucaryotes témoigne de l'importance de ce modeegeoduction dans la capacité des
organismes a se diversifier, a s’adapter et a évoliavantage de la reproduction sexuée
consiste principalement dans sa capacité a cr@ierment de la diversité génétique par
recombinaison sans avoir a attendre I'occurrenaaelmutation, et donc a « tester » a chaque
génération un grand nombre de combinaisons (May8arth 1978 ; Burt 2000) et a limiter
'accumulation d’alléles déléteres (Agrawal 200%iller 2001 ; Paland & Lynch 2006).
Cependant, elle a aussi pour effet théorique dmiidéties associations alléliques favorables,
parfois plus rapidement qu’elle ne peut les gén@f@ndrashov 1993 ; Butlin 2002). De
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manieére générale, elle impose l'allocation de nesss a la création et la dispersion de
gametes males (Butlin 2002).

Au sein de la reproduction sexuée, la syngamie alodamie nécessite la présence et
'accessibilité de partenaire(s) compatible(s) pgénérer des descendants. Or, chez les
plantes, organismes stationnaires, l'allogamie iguya 'emploi de vecteurs des gametes
males. La nécessité de confier la dispersion des lgamétes males a des agents externes a
'organisme a favorisé I'émergence d’'une variéttnplexe de structures tant en taille qu’en
forme pour assurer lefficacité de la pollinisatioRar ailleurs, l'allogamie favorise le
maintien d’'une dépression de consanguinité forem@le & Schemske 1985 dans Goodwillie
et al. 2005).

A l'inverse, au sein de la reproduction sexuéeytbé&condation, par un effet rétroactif,
favorise la purge des alleles déléteres et auoait ggour conséquence de maintenir une faible
dépression de consanguinité dans les populationselbetci serait prédominante (Lande &
Schemske 1985 dans Goodwilieal. 2005). Par ailleurs, elle permet de limiter leétsdiés

a la nécessité d'employer des vecteurs de polledeetrouver au moins un partenaire
compatible. Contrairement a l'allogamie, l'autofadation confere I'assurance que les
« codts » liés a la production de gameétes et auktstes inhérentes a la reproduction sexuée
soient « rentabilisés » (Barrett 2002 ; Goodwidieal. 2005).

Cadre de la these: étude d'une espéce combinantadpction partiellement asexuée et

systeme d’'auto incompatibilité gamétophytique

La propagation asexuée

Chez les plantes, la reproduction asexuée corsigteduire une nouvelle plante (ramet) par
division mitotique, sans méiose ou fusion de gasné®usieurs termes sont couramment
employés pour citer la capacité des plantes ag@ager végétativement. Richards (2003) la
nomme apomixie (capacité a se reproduire sans d@tiom) ce qui englobe 'agamospermie,
c’est-a-dire la capacité de produire des grainas &&condation. Eckert (2001) et Honnay &
Bossuyt (2005) I'appellent propagation ou reproaunctionale que I'individu produit soit ou
non autonome de son géniteur. L'une des méthagf@eting particulierement employée
par les espéces ligneuses consiste a générer umellegplante a partir d’'une repousse racine
(Bond & Midgley 2003). Parmi les quatre types deoresses racinaires habituellement
identifiées (repousse de souchellar sprout loupe ou broussidignotuber et rhizome,

marcottelayering sproutet drageorsuckering roof, le drageonnage consiste pour une espece
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ligneuse a produire une nouvelle tige ou un nouveznc a partir des tissus racinaires (Del
Tredici 2001). Cette forme de propagation asexeéatanise en place en réponse a un stress,
une perturbation environnementale modifiant la ad@nce apicale (Desrocher & Lieffers
2001) ou une lésion du systeme racinaire (Del Tre2h01 ; Bond & Midgley 2003). Quel
gue soit le mécanisme sous-jacent a la propagaégatative non-agamospermique chez les
végétaux, les conséquences démographique et gémégistent les mémes, celles inhérentes a
la production de clones. Cependant, la notion dmed chez les plantes peut différer
sensiblement de celle communément admise poumiesaax. Elle n'implique pas que les
clones (ramets) produits possedent des mécanisendgspersion efficace, ce qui conduit a
une certaine agrégation spatiale des ramets (Risha003). Par ailleurs, ces « clones »
peuvent rester physiologiquement dépendants delaiatep primaire (Del Tredici 2001).
Néanmoins, ces ramets constituent bien des répétii’'un méme génotype (genet) et ont la
capacité de survivre a plusieurs générations diidds ne se reproduisant que par voie
sexuée (Bond & Midgley 2003 ; Richards 2003).

Le systeme d’auto incompatibilité gamétophytique

“The inability of fertile hermaphrodite seed planitsproduce zygotes after self-fertilization”
(De Nettancourt 2001).

Chez les plantes, I'auto incompatibilité (Sl) est mécanisme prézygotiqgue qui permet de
dresser une barriere reproductive entre un ovuléuepollen qui lui serait apparenté (De
Nettancourt 2001). Chaque plante appartient a uplasieurs types sexuels qui ne peuvent
former de zygote qu'avec des gameétes ou des indiidrtant un type sexuel différent. On
distingue habituellement deux grand types de systdimuto incompatibilité : les systémes
hétéromorphiques et les systemes homomorphiquex Iek plantes a SI hétéromorphiques,
chaque individu développe un des deux ou trois hespque comporte I'espéce
(généralement dénommé long-, moyen- et court-styl€s croisements entre individus
portant le méme morphe sont infertiles (Barrett 200Q.es especes dont la reproduction
sexuée est contrélée par un SI homomorphique cdemiogénéralement beaucoup plus de
types sexuels. Chez les Sl sporophytiques, le pgigd@a@odu pollen est déterminé par le
génotype complet du parent. Les grains de polletappau moins un alléle commun avec la
plante-mere restent a la surface des styles, ibbegpde produire des tubes polliniques.

Chez les S| gamétophytiques, le phénotype du pestrdéterminé par 'alléle haploide du
gamete. Si le grain de pollen porte un alléle d#ifié de la mere, la fécondation peut se faire.

Le systeme d’auto incompatibilité gamétophytiques{Gexiste sous la forme d’au moins
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trois mécanismes cellulaires distincts (Franklimd& Franklin 2003a). Quelles que soient
les voies physiologiques incriminées, le macro fiomnement de ce Sl reste le méme : un
locus S regroupe au moins deux genes trés fortefintcodant pour un déterminant
pollinique et une S protéine stigmatique. Le polhenproduit qu’un phénotype sexuel, celui
exprimé par son génotype haploide. Lorsque le gtaipollen est déposé sur le style, celui-ci
germe et développe un tube pollinique. C’est seelgrdans le style que les mécanismes de
reconnaissance cellulaire se produisent. La pregnesiu tube pollinique est alors bloquée
par une cascade de signaux cellulaires qui abeutiss I'inhibition du métabolisme des
cellules polliniques. Finalement, les cellules dylessécretent un bouchon de callose qui
empéche définitivement la progression physique dbe tpollinique vers l'ovaire. Le
mécanisme impliquant l'utilisation de S-RNase senddmmun a I'ensemble des familles des
Eudicotylédones centrales : les cellules du stgleretent des S-glycoprotéines capables de
pénétrer les cellules du grains de pollen. Commedemaine catalytique présente de fortes
homologies de séquences avec des RNases de chanmgigres cytotoxines S-alléles
spécifiques ont été nommée S-RNases. Lorsqu’um giaipollen porte un allele S commun
avec ceux des cellules du style, les S-RNases a'mmp avec les déterminants polliniques
codés par lallele S du pollen. Les complexes ailesmés permettent aux S-RNases
d’échapper a l'inactivation de leur site catalyggpar les protéines S-RNases inhibitrices
présentes dans le cytoplasme des cellules polbsigppariées aux déterminants polliniques
codés par le méme allele S, elles conservent tivitaé de dégradation des ARN ribosomaux
et bloquent ainsi toute activité métabolique chex dellules polliniques (Franklin-Tong &
Franklin 2003b).

Occurrence des especes combinant propagation asestus)

Deux tiers des plantes de la flore européenne enirla capacité facultative de produire des
individus identiques et indépendants a partir dmses (Honnay & Bossuyt 2005). Richards
(2003) estime pour sa part que 60% de la floratmique se propagerait en partie par voie
asexuee. D’aprés Del Tredici (2001), tous les arldes régions tempérées auraient la
capacité de produire des troncs secondaires agantmaturité par repoussspfouting et
beaucoup d’entre eux la conserveraient a I'aget@edainsi, dans une revue bibliographique,
parmi 68 especes d’'arbres nord-américaines, iltifteigque toutes sont capables de produire
des repousses racinaires en tant que plantule,d@4%&speces (toutes les Angiospermes et 2
coniferes) conservent cette capacité jusqu’a leaturité sexuelle et 41% tout au long de leur

vie d’adulte. 25% des especes (soit 17 especedB3se montrent capable de drageonner tout
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au long de leur vie (Del Tredici 2001). Ainsi, denmbreuses especes de plantes seraient donc
capables de se propager par voie asexuée en popul®ourtant, malgré l'importance
économique, trophigque, culturelle ou ornementaleageespeces pour 'lHomme, la littérature
scientifique actuelle manque d’'informations surctorrence effective et la quantification de
la reproduction asexuée en population (Richard8 2@dobleme identique chez les animaux
voir Mark Welch dans Butlin 2002). Historiquemeltd, gestion traditionnelle des foréts
notamment en taillis ou taillis sous futaie a fasércette communauté a prendre en compte
limportance de la reproduction asexuée en popuigtdionnay & Bossuyt 2005). Cependant,
depuis le travail de Wells (1969 dans Honnay & Bgss2005), lintérét pour la
compréhension des mécanismes évolutifs permegamiaintien de la reproduction asexuée
chez les ligneux s’est principalement focalisé san avantage dans les milieux
périodiquement perturbés (Del Tredici 2001). Peuddanées sont donc disponibles sur
'occurrence et I'influence de ce mode de reproidimcsur le fonctionnement des especes.
Plus de 50 % des familles d’Angiospermes préseetgran systeme d’auto-incompatibilité
homomorphique (De Nettancourt 2001). Le systemetd-sncompatibilité gamétophytique
(GSI) est considéré comme le systeme le plus répelnez les plantes : on estime qu’il serait
présent chez pres de 60 familles d’Angiospermeslifletylédones et Monocotylédones). A
I'heure actuelle, nous disposons des preuves maiéesi ou physiologiques qu’au moins une
espéce dans chacune des 6 familles suivantes @@saScrophulariaceae, Solanaceae,
Campanulaceae, Papaveraceae et Poaceae) prés&@8é un

Toutes ces familles comportent des especes capdblese propager par voie asexuée.
Pourtant, il est aujourd’hui impossible de quaatifclairement quelles espéeces et combien
utilisent de fagon mixte un systéme de reproductisexuée par repousse et un systéme de
reproduction sexuée contrélé par un GSI. Cependapencer C.H. Barrettcdm. pers.
considére que ce systeme de reproduction mixte &oit extrémement courant chez les
plantes : The list of species that reproduce both asexuadlyclonal propagation and that
are also Sl is huge. After all it has been estitdteat at least 50% of the flowering plants
have Sl systems and that most are perennial witthesmorm of asexual reproduction. Hence
the association between these conditions is cdytamot uncommon, it may involve the

majority of flowering plants.

Propagation partiellement asexuée combinée a un:@k paradoxe » évolutif ?

L’emploi de la reproduction asexuée défavorisdeareproduction sexuée des especes a GSI.

En effet, la reproduction asexuée diminue la dit@rgénotypique (Ballowet al. 2003) et
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pourrait étre a I'origine de réduction de tailléicgce (Orive 1993). Or, lorsqu’une population
d’'une espéce auto-incompatible subit des réductiensa taille efficace, le manque d’alléles
compatibles peut limiter voire bloquer la reprodctsexuée (Byers & Meagher 1992 ;
Vekemanset al. 1998). Par ailleurs, chez les plantes, la repriolucasexuée non
agamospermigue s’accompagne le plus souvent deisa em place d’'une forte structure
spatiale. Cette structuration spatiale et la miiggion locale du nombre de fleurs d’'un méme
genet peut augmenter la proportion de pollen gédgame (Klinkhamer & De Jong 1997)
infertile chez les espéces a GSI et aboutir a uméndtion de I'efficacité de la reproduction
sexuée. Les effets paradoxaux de la combinaisorodaption partiellement asexuée et
reproduction sexuée contrdlée par un systeme diagtompatibilité seraient a l'origine des
faibles fructifications, voire de la disparition da reproduction sexuée, observées chez
certaines espéces (Aspinwall & Christian 1992 ;Kear& Eckert 2001 ; Wangt al. 2005).
Ainsi, lorsque la reproduction sexuée deviendraier comparée a la reproduction asexuée,
elle produirait des descendants peu recombinammgts bien adaptés. De fait, on s’attend a
observer une tendance de « fuite en avant » quitiahid évolutivement a la perte de la
fonction sexuéergnwayou doomsday scenariBeck & Waxman 2000; Richards 2003).
Cependant, d’apres Bengtsson & Ceplitis (2000), iepeoduction mixte pourrait persister
d’'une fagon évolutivement stable si les avantagtifs de la propagation asexuée et de la

reproduction sexuée varient selon les années.

Questionnement scientifique de la thése

Ces effets potentiellement paradoxaux de la remtimuasexuée et de la reproduction sexuée
sous contrdle du GSI et leurs conséquences pdtentant fortes sur I'évolution des espéces
témoignent de la nécessité de mieux comprendrenietibnnement et I'impact des systéemes
de reproduction mixte chez les plantes.
Ce travail de recherche a pour but de participdétade de I'évolution du systéme de
reproduction chez les plantes. Il consiste a misamprendre les implications évolutives de
I'utilisation de systeme de reproduction mixte clezplantes combinant a la fois un mode de
propagation asexuée facultative et une reprodusésniée ou les croisements se font sous le
contrble d’'un systéme d’auto-incompatibilité. Cenmscrit de these est donc formé de deux
parties qui consistent :

 dune part, a analyser quels peuvent étre lessefiain systeme de reproduction

combinant a la fois une reproduction partiellemesgexuée et une reproduction sexuée
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sous contrdle d’'un GSI sur 'état et la structumatde la diversité géenétique d’'une
angiosperme entomophile longévive.

» et d'autre part, a étudier comment cette diveigiigetique se transmet dans le temps
par voie sexuée en estimant les participationsviddeélles d’'une population adulte a
la création de la génération suivante.

Pour ce faire, nous avons choisi comme modele diéete merisier Rrunus aviunlL.), une
espece forestiere disséminée de la famille desd@esaCette espece présente I'avantage de
combiner en population un systeme de reproduciée contrélé par un systeme d’auto-
incompatibilité gamétophytique et la capacité de @epager par voie asexuée en
drageonnant. Par ailleurs, lintensité de l'utiliea de la propagation asexuée et les
fréequences des alléles S varient d'un génotypawdtre au sein d'une méme population. De
fait, elle constitue un modeéle de choix pour refi@tensité de I'utilisation de la reproduction
asexuée et les succeés reproducteurs des individkiplus, cette espéce a été choisie au
niveau francais comme espéce modele pour la caatsmnv des essences forestieres
entomophiles disséminées, elle constitue donc whetaale choix pour discuter des méthodes
de conservation et du possible impact des actigitdsropiques sur la diversité génétique et
le devenir des essences forestieres entomoph#sérdinées. Cette espéce est longévive, elle
permet donc un suivi des individus dans le tempseikération temporelle des manipulations
tout en conservant la méme répétition spatiala at@me structuration des classes d’age de la
population. Cette espéece est disséminée et entalmaehqui renforce I'importance des choix
individuels des stratégies de reproduction miseplace sur les modalités de la transmission
temporelle de la diversité génétique d’'une génemadil'autre. Enfin, cette espéce présente un
intérét économique pour 'Homme : elle est expigd sylviculture pour son bois de qualité,
en arboriculture pour ses fruits, en horticultuoaipsa capacité de porte-greffe des variétés de
Prunusornementaux ou encore comme essence favorablévalogpement et & la fixation de

« gibiers ». Par ailleurs, au-dela de son utilsapragmatique et économique pour 'lHomme,
cette espece est porteuse de valeurs culturellgstrgmnoniales fortes dans de nombreux pays

d’Europe.

Caractéristigues de I'espéce étudiée : Prunus avium

Le merisier,Prunus aviumL. (wild cherry tre@, est un arbre des régions tempérées de la
famille des Rosaceae. C’est une essence dissémuiése trouve le plus souvent sous la
forme de petits peuplements poussant en bouquetsOda 200 arbres au sein de forét

constituée principalement d’autres essences dieisles (chénes, hétre,...). Il se reconnait
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Figure 1 :Aire de distribution « naturelle » des merisiarsg=irope.

Prunus avium

B

This distribution map was compiled by members of the EUFORGEN Noble Hardwoods Network based on an earlier map published by Schitt 1995

and published in http://www.seba.ethz.ch/pdfs/ki.pdf and the map available at http://linnaeus.nrm.sefflora/di/rosa/prunu/prunavi.htm|
and was published in:

Russell K.. 2003. EUFORGEN Technical Guidelines for genetic conservation and use for wild cherry (Prunus avium).
International Plant Genetic Resources Institute, Rome, Italy. 6 pages.

Source : Russel 2003.

Figures & Tables, Thése de Solenn Stoeckel, Cemagref-ERGFIE, Avril 2006.
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par son ecorce lenticellée et ses feuilles ovaldengs pétioles portant deux glandes
nectariféres. Cette espéce moyennement héliophisgmortuniste s’adapte a de nombreux
sols : elle est considérée comme une espéce postipie dont les individus peuvent vivre
jusqu’a 100 ans environ.

Chaque année, en Awvril, il se couvre de fleurs dil@s hermaphrodites et entomophiles
(symétrie radiaire avec 5 pétales) a long pédondald les antheres produisent du pollen
lourd et collant. Il est souvent le premier arbnéoenophile forestier a se couvrir de fleurs et
son pollen riche en acides aminés constitue ursmuese indispensable au développement de
nombreux insectes et particulierement pour les Imgpt&res sociaux de type abeilles ou
bourdons qui doivent repeupler leur colonie a iisale I'hiver (Pesson & Louveaux 1984).
Le merisier produit des drupes zoochores (fruit aicacarpe charnu comestible et a
sclérocarpe lignifié issu de la fécondation d’'umio a carpelle unique).

Cette espéce est diploide et présente 8 groupkstn (Aranzanat al. 2003 ; Dirlewanger

et al. 2004). Elle aurait donné naissance a l'espBoenus cerasugle cerisier acide,
2n=4x=32) en s’hybridant aveBrunus fructicosaet pourrait s’hybrider de nouveau en
population ave®runus cerasupour donner des descendaRtsinus gondouini{(2n=4x=32)
(Tavaudet al.2004).

Largement présente dans toute I'Europe (Figurelld,serait originaire d’Asie mineure. Les
premiére traces écrites de la présence de l'anbrarg que fruitier remonterait a Lucullus,
(naissance -115, déces -45 avant JC), un géndnaimgparti en -71 conqueérir le Pont-Euxin
au Roi Mithridate VI, qui aurait ramené des vasét@itieres comme trophées. Cependant, le
merisier était probablement présent dans les farétglentales bien avant que les variétés
fruitieres ne soient mentionnées dans les écritg phrtie de I'espéce subit un processus de
domestication et de sélection dirigées a des finBnaires et ornementales depuis
probablement le premier millénaire avant JC (Tava0@2). Ainsi, le merisier « forestier »
serait a l'origine des variétés domestiques deserilouces (Bigarreaux a chair ferme et
guignes a chair molle voir Tavaud 2002) massivenueiitivées en France 9(’3‘9 position,
apres I'Allemagne et I'ltalie, avec une productemmuelle estimée en a 100 000 t sur 20 000
ha ; Pesson & Louveaux 1984). Par ailleurs, I'espgst couramment utilisée en sylviculture
depuis plus de 30 ans et on estime que 1 a 1,%onsllde plants rejoignent les foréts

francaises chaque année (Bilger dans Tessier dul9@0).
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Intérét de I'étude du systéme de reproduction pdarmise en place d'une stratégie de

conservation des ressources génétigues sur Prunusrma L.

Contexte international et national pour la consdiva des ressources

génétiques des especes forestieres

Les préoccupations économiques et politiques indeslgpar les avancées scientifiques et
sociales ont conduit la plupart des nations a déner la biodiversité comme une ressource
« naturelle » nécessaire aux développements hunmairisrance a mis en place une politique
de conservation des ressources géenétiques des éobestiers des le début des années 1990
(circulaire DERF/SDF/N91/N°3011 du 9 septembre )99l s’est révélée en accord avec
les engagements européens (Strasbourg, 1990, slé)sl993) et mondiaux (conférence de
Rio, 1992). Des réseaux de conservation ont étéemiglace ainsi qu’un suivi scientifique
« S’attachant a faire progresser les connaissasiesamplitude et la structuration de la
variabilité génétique [...] d’especes représentatoes differents modeles de reproduction et
de colonisation de l'espace » et « précisera ldstsefdes facteurs [environnementaux
susceptibles d’agir] sur I'évolution de la diveésigénétique » (Charte pour la conservation
des ressources génétiques des arbres forestiénsece, BRG, 1997). En effet, pour que la
conservation des ressources genétiques d’'une espiaefficace au moment de sa mise en
ceuvre et a long terme, elle nécessite au préatibleomprendre comment la variabilité
génétique de l'espéce se structure dans l'espam@ment elle se transmet au fil des
générations mais aussi quels sont les facteurseptisies d’influencer son évolution
(Dickinsonet al.2003).

Pourquoi conserver les ressources génétiques disime?

Par un processus de domestication sur une échelfdudieurs siecles, 'hnomme a créé un
compartiment fruitier cultivé. Les vergers fruisgpeuvent se trouver a proximité de foréts,
compartiments «sauvage» et fruitier sont donc gudtes d’échanger des genes. L'influence
a long terme du compartiment fruitier sur le conipgnt sauvage reste ainsi a déterminer,
par exemple dans les régions de déprise agricotieswergers retournent a I'état «sauvage».
Par ailleurs, les sylviculteurs ont commencé asetille merisier en essence de reboisement
dans les années 1970. Le matériel génétique uplséait alors aussi bien provenir du
Prunus aviumforestier ou duPrunus aviumfruitier (distillerie, confiturerie) ou méme du
Prunus cerasus(qui serait le résultat de croisements emreaviumet P. fruticosg. Pour
fournir du matériel végétal adapté aux reboiseumsprogramme d’amélioration a été mis en

place dés 1978 par I'INRA a partir de la séleciitrenotypique «d’arbres-plus» en forét. Ce
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programme d’amélioration a permis de sélectionnes dlones, qui sont aujourd’hui
commercialisés (matériel issu de multiplication étagjve). Il est également envisagé de
commercialiser des plants issus de reproductionésexrlans les vergers a graines de clones.
Enfin, depuis 1989, le merisier est soumis a léerégntation et les plants commercialisés ne
doivent maintenant provenir, outre des clones dgnamme d’amélioration, que de graines
récoltées sur des peuplements classés. Néanmaishsiinistration a toutefois la possibilité,
les années de pénurie, d’autoriser en dérogatigitidation de graines récoltées sur d’autres
peuplements que les peuplements classés. Au cesirisahte derniéres années, l'origine et la
base génétique du matériel utilisé en reboisemeste rdonc inconnue, de méme que son

impact potentiel sur le compartiment «sauvage».

Stratégie de mise en place du réseau de consenvetiez le merisier : in situ et/ou ex

situ

La circulaire DERF/SDF/N°91/3011 du 9 septembrell8&ppelle que «la conférence de
Strasbourg de 1990 a recommandé que les populatarbres soient conservées de
préférence en place dans leur milieu naturel («aygae» et i situ») [...] cette option
n'exclut nullement des actions de conservati@x &itw, chaque fois que nécessaire, et
notamment pour ce qui concerne les espéeces disdésimerisier)». A la suite de cette
circulaire, la stratégie de conservation proposae [& merisier a été définie en fonction de la
densité observée d'individusex situquand les densités sont faiblesiretsitu dans le cas
contraire. D’'un point de vue théorique, cette syad est justifiee par le fait que le nombre
d’individus contribuant a la génération suivantegdjon peut estimer via la taille efficace de
population) est un parametre déterminant pour liian d’'une population: la dérive
géneétique, et la perte de diversité qu’elle peutagmer, est beaucoup plus forte dans une
population de taille réduite.

A la suite de ces recommandations, des plantaBarsituont été installées en Bretagne et
Midi-Pyrénées. De plus, dans le but d’établir uagpamme d’amélioration sur I'espéce, un
échantillonnage de merisiers a été pratiqué p&RIA d’Orléans sur la base de sélection
d’arbres plus en forét. Le test de la représentatigle cette collection par rapport aux
populations naturelles de merisier est en courié&a 4). La question de la mise en place
d’un réseaun situ reste posée, un ensemble de populations a étégggpnnexe 4). Pour
cela, et comme précisé précédemment, des connaéssaminimales sur la structuration

géneétique de I'espéce sont nécessaires.
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L’étude des stratégies mixtes de reproduction dusnee en population entrepris dans le
cadre de cette these vise donc aussi a apporteéépi@sses quant a la mise en place effective
d'un réseau de conservation in situ dont l'objectiinsiste a sauvegarder la variabilité
génetique de Prunus avium de l'impact des activis@shropiques et des potentiels

changements globaux.

L’objectif de cette these consiste donc d’une pamieux comprendre comment l'utilisation
de systemes de reproduction mixte combinant ai¢auive propagation partiellement asexuée
et une reproduction sexuée sous contrdle d'un @ig sur la diversité génétique observable
a des marqueurs microsatellites et sur son évolatms le temps et, d’autre part, a acquérir
une meilleure compréhension du fonctionnement egpéce Prunus avium L. en population
forestiere dans le but de proposer des recommamdgbiour la mise en place et le suivi d’'un
réseau de conservation visant a protéger ses ressogénétiques. Ce manuscrit de thése
s’organise en 3 parties.

Une premiere partie (chapitre 1) s’attachera a atarsser la structuration de la diversité
géneétique intra-populationnelle au niveau de 8 oawgs microsatellites et du locus du GSI. a
étudier la différenciation génétique de 3 populaide merisiers géographiqguement distantes,
ainsi que I'impact de la différenciation généticue les fréquences alléliques d’un locus sous
sélection balancée : le locus du GSI.

Une deuxieme partie (chapitre 1) consistera autlét de la transmission de la diversité
génétique d’'une génération a l'autre par voie sexdans une population forestiere de
merisier. Nous regarderons comment les systemesrefgeoduction influent sur les
composantes femelles et males des succés reproduchedividuels en fonction des
conditions environnementales, des situations dpatiet des caractéristiques phénotypiques
individuelles.

Enfin, dans une troisieme partie (chapitre lll)s leonnaissances accumulées sur le
fonctionnement du merisier permettront de discuder la conservation des ressources
géneétiques du merisier et de la mise en place suti d'un réseau de conservation in situ

sur le territoire francais.
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Chapitre |

Sohinx drupiferarum, le sphinx du merisier.



CHAPITRE |: GENETIQUE DES POPULATIONS D'UNE ESPECE
POURVUE D’'UN SYSTEME DE REPRODUCTION EXOTIQUE : TEST DES

PREDICTIONS THEORIQUES PAR VOIE EXPERIMENTALE

INTRODUCTION

La génétiqgue des populations consiste a s'intéresd@volution des fréquences alléliques
sous l'effet de la mutation, de la dérive, de |lgmaiion et de la sélection génétique. Une voie
de modélisation particulierement explorée au calwrgernier siecle consiste a prendre en
compte le fonctionnement des espéces en populattamsturées et a reporter la structuration
de la diversité génétique a l'aide de F-statissqaei décrivent comment les variations
géneétiques sont hiérarchisées a l'intérieur desilptipns et entre populations (Wright 1921,
1969). Par ailleurs, les F-statistiques constituges$ outils robustes et intéressants pour
interpréter des données issues de populationsuretias » (Weir & Cockerham 1984 ;
Neigel 2002). Ces modeles initiaux peuvent étrepdapour mieux comprendre comment
certains systémes de reproduction, dits «exotiqoedgre leur existence chez de nombreuses
especes, influent sur la structuration et I'évalntde la diversité génétique des populations.
La récente démocratisation des marqueurs moléeslgiermet I'examen approfondi des
structures génétiqgues. Parmi leurs utilisationssiptes, les marqueurs tels que les
microsatellites, en raison de leurs caractérisiq@eeutralité, hyper variabilité et co-
dominance), se révelent étre des outils de choix mentifier la structure génétique d’'une
espece et pour confronter les prédictions des rmedbBEoriques a la réalité biologique.

Cette partie sera consacrée a I'étude de la steugignétique des populations de merisiers
sous l'influence d’'un systeme de reproduction medmbinant une propagation partiellement
asexueée et une reproduction sexuée contrélée p@SlknDans un premier temps, Nous Nous
intéresserons a l'organisation de la diversité tigué intra-populationnelle telle que décrite
par lesFs et aux causes possibles des exces d’hétérozygoéesous avons observés. Dans
un second temps, nous étudierons la structure dévéasité génétigue des merisiers entre
populations telle que décrite par I€sr. Enfin, nous nous intéresserons a l'effet de la
structuration entre populations sur le fonctionnetdun locus sous sélection fréquence-
dépendante négative, le GSI, et plus particuliergnsar la distribution de ses fréquences
alléliques en population.
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). PREDICTIONS THEORIQUES DE L 'IMPACT DE LA CLONALITE ET DU__GSI SUR

LES VALEURS DES F-STATISTIQUES

Méme si beaucoup de plantes utilisent courammenisttatégies mixtes de reproduction, il
existe étonnamment peu de modeéles prédisant ledsefittendus de tels systemes de
reproduction sur la structuration génétique desufaions. Nous nous sommes donc
intéressésaux prédictions des influences indépendantes deepaoduction partiellement

asexuée et du GSI sur la structure génétique ietriater-populations.

A). Prédictions concernant l'indice de fixationravpopulationfs

Parmi les indices de fixation de Wright,Fg exprime un excés, quand il est négatif, ou un
déficit en hétérozygotes, quand il est positif, pgsport aux attendus sous les hypotheses
d’Hardy-Weinberg.

1). Effet de la clonalité sur la diversité génétiguintra-populationnelle et sur sa

structuration

A chaque génération, la reproduction sexuée imposeprofonde restructuration du génome.
Les évenements de recombinaison liés a la méiasenent les éventuelles liaisons entre
alleles de loci différents. A l'inverse, les indivis générés par la propagation asexuée sont
identiques a leur parent et ont peu de chance u’'aubi des réorganisations génétiques. De
fait, en limitant les réorganisations génomiquagrbpagation asexuée défavorise la diversité
génotypique. Une deuxieme conséquence inhérente @opagation asexuée est que les
génotypes persistent au cours des générationsullissent donc peu les effets de la dérive
méme si celle-ci persiste mais sous une forme ihkelle et avec une probabilité
d’occurrence beaucoup plus restreinte : des allpgas/ent étre perdus si et seulement si
toutes les copies d’'un alléle appartiennent a urdes génotypes n’ayant pu produire de
descendants avant leur extinction. Enfin, une pimn se reproduisant par voie asexuée
s’affranchit de la création d’homozygotes a patérgenes parentaux a I'état hétérozygote. En
figeant dans I'espace et dans le temps la diveatigéque et les liaisons entre alleles de loci
différents, la reproduction asexuée limite la dsteér génotypique, limite la perte d’alleles et
maintient I'hétérozygotie.

Plus encore, a I'échelle des populations, la ramtidn asexuée peut augmenter la diversité
alléelique et étre a l'origine d’exces d’hétérozyepi(Judson & Normark 1996). En effet, les

génotypes qui se reproduisent par voie asexuéesiagnssur de grandes plages temporaires,
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survivant a plusieurs générations sexuées (DeskRoéhéieffers 2001). A ce titre, ils ont
une plus forte probabilité de subir des évenemelstssélection tant en quantité qu’en
intensité. Si la sélection favorise en moyenne @agvent les loci a I'état hétérozygote
(David 1998; Hansson & Westerberg 2002), elle deveaoriser I'hétérozygotie chez les
lignées a reproduction asexuée. Chez les ligneungéhafs, des observations de terrain
réalisées chez quelques especes ont largementibcénta diffuser cette idée chez les
personnes qui travaillent sur les arbfém(ssp.Bush & Smouse 1991Quercus chrysolepis
Montalvo et al. 1997). Ainsi, I'association entre sélection globplas favorable aux loci a
I'état hétérozygote (Bush & Smouse 1991) et déeséges de liaison caractéristiques de la
reproduction asexuée (Halkett al. 2005) créerait un effet de superdominance asseziat
I'échelle du génome complet et augmenterait paragr@ment I'hétérozygotie globale chez
ces especes (voir discussion Ducci & Santi 1990ntslvoet al. 1997). Par ailleurs, le fait
gue les génotypes asexués persistent dans le feeyp<etre a l'origine de la création de
diversité allélique (Halkettt al. 2005). Ainsi, deux copies d’alleles d’'un méme Bauw sein
d’'un méme individu diploide peuvent accumuler aursadu temps des mutations de fagon
indépendante qui, progressivement, les font divegeky 1996 ; Welch & Meselson 2000).
Ce phénomene identifié sous le terme d’effet Meselseut conduire d’anciennes lignées
clonales a apparaitre strictement hétérozygotessaléurs loci (Welclet al.2004).

Cependant, deux études théoriques étudiant I'implactla reproduction asexuée sur la
diversité génétique intra-populationnelle ont ménfue si 'on néglige la divergence des
alleles par mutation (effet Meselson), un trésléaitbombre d’événements de reproduction
sexuée suffit a limiter voire occulter les effetseadus sous propagation asexuée stricte
(Bengtsson 2003 ; Ballowst al. 2003). Les populations dont le taux de reproduactisexuée
ne dépasse pas 90% ou qui introduisent plus d'epeduction toutes les trois générations
clonales (Bengtsson 2003) devraient avoir des vsldeF;s proches ou identiques de celles
obtenues dans des populations se reproduisantam@nt par voie sexuée.

Ainsi, chez les puceron®hopalosiphum padiles lignées parthénogénétiques strictes
affichent des valeurs d&s significativement négatives tandis que les lignéeguées
présentent des valeurs significativement positi{i@simotte et al. 2002) et cheuercus
chrysolepisle nombre de ramets par genet est significativéroarrélé aux nombre de loci a
I'état hétérozygote (Montalvet al. 1997).

Pour ce qui est de l'effet de la propagation asexaésur la diversité génétique intra-

populationnelle et sur sa structuration, les attends sont donc les suivants : d’une part
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on attend un taux d’hétérozygotie supérieur chez fegénotypes se propageant par voie
asexuée, d'autre part, a I'échelle de la populatignon attend desFs significativement

négatifs uniquement si le taux de reproduction asexée est supérieur a 90%.

2). Effet du GSI sur la diversité génétigue intraapulationnelle et sur sa structuration

L'effet du GSI sur la diversité génétique et saidurration a principalement été étudié de
facon théorique. Il existe actuellement peu de jdexdonnées moléculaires concernant les
GSI (Castric & Vekemans 2004). De plus, les résulgampiriques tels qu’ils sont présentés
ne permettent pas de savoir si les données emggricpnfirment les attendus théoriques.
D’apres Hartl & Clark (1997), on attend qu'un locds type GSI augmente, par effet
d’entrainement, I'hétérozygotie de tous les lociggmome, que ceux-ci y soient liés ou non.
Balloux (2004) apporte une précision nécessaireeta attendu qui permet de mieux
comprendre I'effet possible des loci impliqués den&SI sur le génome dans sa globalité.
Lorsque la taille des populations est faible, lg épe chaque individu ne puisse pas se
reproduire avec lui-méme soustrait une proporti@utdnt plus importante d’homozygotes
par rapport aux attendus sous les hypotheses dyH&einberg que la taille de la population
participant a la reproduction est faible. De fgiland la taille efficace de reproduction des
populations est suffisamment grande (supérieurd dvidus ou plus de 4 alléles d’auto-
incompatibilité dans la population de reproduct&léminet al. 2001), I'effet d’entrainement
du GSI n’est attendu que sur des loci tres fortemig&s aux loci impliqués dans ce

mécanisme (Glémiat al.2001).

Pour ce qui est de I'effet du GSI sur la diversit@énétique intra-populationnelle et sur sa
structuration, nous nous attendons donc a observem excés d’hétérozygotes au locus du
systeme d’auto incompatibilité gamétophytique et des locus liés, quelle que soit la taille
de la population considérée. L'effet pourrait s'étadre a des locus plus éloignés dans le
cas ou les tailles de population seraient « petites

B). Prédiction concernant I'indice de fixation inf@opulationsFsy

Parmi les indices de fixation de Wright,Herpermet de mesurer la variance des fréquences
alleliques entre demes d’'une population structuFas cet index de différenciation est
proche de zéro, moins les fréquences alleliquas eeimes sont difféerentes. Par ailleurs, dans

le cas d’'un modeéle en fles avec un nombre infindelmes de taille constante, cet indice de
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structuration permet d’estimer le taux de migratefficace entre demes sous réserve de

négliger la mutation)

1). Effet de la propagation asexuée sur la strucitipn génétique inter-populations

L'un des avantages évolutifs majeurs de la reprioglu@sexuée résiderait dans sa capacité a
conserver les liaisons alléliques inter-loci adaptéaux pressions de sélection locales
(Richards 2003). Dans ce cas, on s’attend a ceclyague deme fixe préférentiellement des
combinaisons alléliques spécifiques, soit du faitla sélection, soit par I'effet de processus
stochastique. Par conséquent, intuitivement, ottesid & ce que les populations utilisant la
propagation asexuée affichent une diversité gémétiprtement structurée en déme.
Cependant, d’aprés les travaux théoriques de Bakdwal. (2003), la reproduction asexuée
n'affecterait la structuration génétique inter-plapionnelle neutre que lorsque ces
populations utiliseraient presque exclusivementejroduction clonale. Pour des taux de
reproduction asexuée supérieurs a 90%, on atteadante diminution de la différenciation
géneétique entre populations. En revanche, a ghrtinoment ou ces populations utilisent un
taux de reproduction sexuée supérieur a 10%, endafieu ou pas d’effets de la reproduction
asexuée sur les valeurs Eer. Celles-ci ne devraient alors pas étre difféerdriemde celles
attendues lorsque les populations n’utilisent gueoie sexuée pour se reproduire.

Pour ce qui est de I'effet de la propagation asexaésur la structuration génétique inter-

populations, il nous semble donc difficile de fair@ine prédiction.

2). Impact du GSI sur la structuration génétiquetar-populations

Le locus du GSI étant de par son fonctionnemens ssilection fréquence-dépendante
négative, toute migration efficace, c'est-a-dirarthnt un descendant dans un autre deme soit
par migration de pollen soit par migration de geaiqui apporterait dans un autre déme un
nouvel alléle S devrait aboutir plus facilementa gtablissement dans cette population. En
effet, la dérive étant contrée par les pressionsétkrtion balancées, le nouvel alléle S a sous
panmixie une compatibilité de croisements supéeiear celle des autres alleles de la
population. Par conséquent, on s’attend a quelléé & produise un plus grand nombre de
croisements viables et que, de fait, sa fréqueliékgae augmente a la génération suivante
(Wright 1939).

Cependant, I'une des questions consiste a évaueapacité d’entrainement du GSI sur la

structuration génétique des loci neutres liés et Iigs. Si 'on considére les discussions de
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Figure 2 :Carte satellitaire de la position des 3 populatidiétude.
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guelques articles (Kercher & Conner 1996 ; Fereeral. 2004), un systeme d’auto-
incompatibilité serait capable seul de diminuestiaicture génétique des loci neutres liés et
non liés. A l'inverse, chez une plante a SBiagsica insulariy les résultats comparés de la
structuration inter-populations entre loci micredigtes et locus S montrent que les alléles S
chez ce systeme seraient deux fois plus mobileslepiéoci microsatellites (Glémiat al.
2005).

Pour ce qui est de l'effet du GSI sur la structuraibn génétique inter-populations, et en
suivant les observations expérimentales de Glémet al. 2005, nous prédisons un niveau

de différenciation génétique au locus S plus faiblgu’aux autres loci étudiés.

En résumé...

Aucune étude théorique ne permet actuellement édirprles effets conjoints attendus de
'asexualité et du GSI sur la structuration inted-inter-populationnelle. Cependant, nous
pouvons prédire un exceés d’hétérozygotes extrémemedéré en populations de merisiers
se reproduisant partiellement par voie clonale. Nmous attendons également a observer un
exces d’hétérozygotes au locus du systeme d’actwxipatibilité gamétophytique et a des
loci liés, quelle que soit la taille de la popuaticonsidérée. Enfin, nous pouvons prédire que
la différenciation génétique au locus S devrait &ignificativement plus faible que la

structuration inter-populations aux loci neutres.

[I). OBSERVATIONS EXPERIMENTALES DE LA DIVERSITE ET DE SA

STRUCTURATION INTRA - ET INTER-POPULATIONNELLE DANS DES POPULATIONS

DE MERISIER

A. Populations étudiées

Trois populations ont été choisies parmi les pdpuria identifiées comme candidates au
réseau de conservation des ressources génétiquetemsier (Figure 2). Ces populations
avaient été retenues soit parce qu’elles présedenicaracteres phénotypiques intéressants
pour la sylviculture (un ou plusieurs individus te population d’amélioration viennent
d’ailleurs de ces foréts) soit parce qu’elles cortgyd un grand nombre d’individus ageés et

bien portants.
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Figures 3 Vue satellitaire de la population de St-Gobains Beparcelles formant un p sont

cerclées en rouge (22 ha). Elles se situent dapsrdn forestier (en vert vif et foncé) Nord-
Est de la grande Forét de St-Gobain.

Image ©/2006 DigitalGlobe

Figures & Tables, These de Solenn Stoeckel, Cemagref-ERESE, Avril 2006.
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Les populations de St-Gobain (49°37'N, 3°26’'E, Ais02, France) et du Bois de la Comté
(45°30'N, 3°20’E, Puy-de-Db6me, 63, France) appartant a des massifs forestiers continus
implantés sur une large surface (respectivemer® 802500 ha) et principalement composés
de feuillus. La population de Pagny-Le-Chateau@™N, 5°12’E, Coéte d'Or, 21, France) fait
partie d'un bois isolé s’étendant sur une surfdos faible (110 ha) que les deux massifs
forestiers précédents. Ce bois présente la patitdilde fournir chaque année une grande
partie des graines servant a la régénération dedsfdrancaises car les arbres qui le
composent présentent des phénotypes considérés ecamtéressants a la sylviculture
(rectitude des troncs, faible nouaison,...). Poueste du rapport de thése, les populations de
Bois de la Comté et de Pagny-Le-Chateau serontecégpment nommées «Comté» et
«Pagny».

A St-Gobain, nous avons génotypé de facon exhausiivs les merisiers adultes trouveés sur
trois parcelles (total : 22 ha) situées a I'extténaiu Nord-Est du massif forestier (Figure 3).
Nous avons trouvé 261 arbres adultes dont 247antéw c'est-a-dire ayant produit des fleurs
ou des feuilles entre Avril et Juin au moins uns fors des trois années d’études (2002, 2003
et 2004). Par ailleurs, dans les population de €amnhtPagny, 53 et 50 individus « vivants »
ont été choisis au hasard mais en évitant de melelsieurs individus par isolats (petit
groupe ou bouquet local de merisier communémengl@patch en anglais). Comme a St-
Gobain, les arbres sélectionnés ont été génotypestegraphiés par GPS.

A St-Gobain, en vue d’analyser I'évolution des vatedeF,s aux cours du cycle de vie des
merisiers, nous avons également considéré deugssfageniles. En 2002, 946 graines ont été
récoltées sur 24 arbres adultes (Annexe 8). Legyamb ainsi prélevés ont été extraits des
merises et débarrassés de leur membrane matei@el004, les feuilles de 175 juvéniles a
I'état de semis ont été récoltées dans la végatdtiosous-bois. Leurs racines étaient extraites

du sol et vérifiées de fagon a éviter de préleesradtageons en formation.

B). Analyse moléculaire des populations

Tous les adultes ont été génotypés avec un seh@ieurs microsatellites couvrant 4 des 8
groupes de liaisons identifiés chez le merisieir(danexe 1, Table 1) a partir d’ADN extrait

des tissus foliaires. Afin d'étudier l'influence dBSI sur des loci physiquement liés, nous
avons choisi d’amplifier deux microsatellites, UBR®1 et UDP98-412, situés sur le groupe
de liaison 6 a proximité (10 cM et 2 cM) du clustier loci impliqué dans les mécanismes de

reconnaissances cellulaires du GSI. Le locus UDF@Bn’'a été amplifié que sur les 3
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prays

populations adultes. Les descendants n'ont dongé&tétypés qu’avec 7 des 8 marqueurs
microsatellites.

Chaque individu, qu'il soit adulte ou descendatujténsuite typé pour le systéme d’auto-
incompatibilité gamétophytique a partir des conidos convergentes de trois marqueurs
consensus (Sonneveket al 2003 ; Sonnevelet al in pres3. Deux de ces marqueurs
amplifient le premier intron du locus de la S-RNéame des paires d’amorces permettant le
passage sur séguenceur) alors que le troisiemaf@n@lsecond intron. Lorsque le typage
d’un individu restait incertain, il était alors @ I'aide d’amorces spécifiques a chaque allele
S connu et déja décrit chez I'espd&einus avium(Boskovic et Tobutt 2001 ; Sonnevedt

al. 2001 ; Sonnevelet al 2003). Par ailleurs, nous avons vérifié que tmssalléles S
identifiés a I'aide des amorces consensus correspent bien aux alléles déja décrits dans la
littérature. Des échantillons d’individus typésrdaniere consensuelle pour chaque allele ont
étée par la suite génotypés a l'aide de toutes lesr@s spécifiques connues. Leurs
conclusions étant convergentes, ces manipulationparmis de valider I'emploi des amorces
consensus pour typer les populations forestieraneatesier et de vérifier que nos populations

ne portaient pas d’alleles S encore inconnus.

C). Méthodes d’analyses

Les parametres estimant la diversité et la stractgénétigue des populations, i.e.
I’hétérozygotie observékly et attenduedig, la richesse allélique ainsi que les indices de
fixation intra-populationnel&s et inter-populationnel8 (estimateur dirsy), ont été calculés

a l'aide du logiciel Fstat v2.9.3.2 (Goudet 1995¢s test de Wilcoxon pour échantillons
appariés ont été réalisées a I'aide du logicielitdinv14.1 (Minitab In&). Les intervalles de
confiances d# moyen estimés a partir des 7 microsatellites r@ndu locus du GSI ont été
calculés a I'aide de Genetix v4.05 (Belkéiral. 1996-2004).

Détermination des taches de drageons
Tous les individus portant le méme génotype auwd microsatellites ont été considérés
comme appartenant & une méme tache de clones.aNons estimé la probabilité que deux
individus portent le méme génotype apres un évenerde reproduction sexuée. Cette
probabilité d'identité Ry est habituellement calculée en considérant queasssciations
alléliques issues de la reproduction sexuée se donthasard. Or, chez la plupart des
organismes, les croisements se font rarement aarchgae ce soit du fait de la structure

géneétique, des liens de parenté entre individudwiait des systemes de reproduction qui
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Table 1 :Résumé des données moléculaires intra-populaligsnel

A Ae Ho He Fis
Comté
UDP96-005 7 6,31 0,860 0,771 -0,115
BPPCT034 8 7,48 0,780 0,711 -0,097
PCEGA34 8 7,18 1,000 0,835 -0,198
UDP98-411 5 4,47 0,300 0,457 0,344
BPPCTO040 8 7,38 0,857 0,748 -0,146
PS12A02 8 6,61 0,420 0,479 0,123
UDP98-021 4 4,00 0,480 0,651 0,262
UDP98-412 6 5,88 0,879 0,749 -0,174
GSI 13 13,00 1,000 0,907 -0,103
Pagny
UDP96-005 5 4,97 0,754 0,757 0,004
BPPCT034 8 6,56 0,760 0,699 -0,087
PCEGA34 11 9,21 0,959 0,846 -0,133
UDP98-411 6 5,68 0,850 0,740 -0,148
BPPCTO040 4 4,00 0,698 0,708 0,014
PS12A02 8 7,25 0,884 0,818 -0,081
UDP98-021 4 3,49 0,679 0,632 -0,074
UDP98-412 6 5,83 0,793 0,750 -0,057
GSI 10 10,00 1,000 0,867 -0,154
St-Gobain adultes
UDP96-005 5 4,95 0,937 0,760 -0,233
BPPCTO034 11 7,40 0,840 0,736 -0,141
PCEGA34 15 7,99 0,855 0,757 -0,130
UDP98-411 6 5,04 0,518 0,600 0,136
BPPCTO040 7 6,17 0,839 0,773 -0,085
PS12A02 10 7,20 0,415 0,448 0,074
UDP98-021 4 4,00 0,678 0,593 -0,144
UDP98-412 7 6,31 0,843 0,761 -0,108
GSI 18 14,38 1,000 0,893 -0,120
St-Gobain juvéniles
UDP96-005 10 7,00 0,854 0,808 -0,057
BPPCT034 10 6,86 0,682 0,720 0,053
PCEGA34 16 9,29 0,735 0,814 0,097
UDP98-411 8 4,94 0,640 0,599 -0,068
BPPCTO040 8 6,34 0,716 0,751 0,046
PS12A02 10 6,40 0,482 0,482 0,000
UDP98-021 5 4,11 0,437 0,457 0,044
UDP98-412 na na na na na
GSl na na na na na
St-Gobain graines 2002
UDP96-005 5 4,91 0,743 0,743 0,000
BPPCT034 12 7,66 0,750 0,755 0,006
PCEGA34 21 8,65 0,766 0,778 0,016
UDP98-411 7 4,91 0,619 0,600 -0,032
BPPCTO040 7 6,23 0,741 0,769 0,036
PS12A02 10 7,66 0,492 0,479 -0,027
UDP98-021 4 4,00 0,569 0,578 0,015
UDP98-412 na na na na na
GSI 19 19,00 1,000 0,904 -0,104
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orientent les croisements. Plutdt que d’estimemplebabilités d’identité sous hypothéses de
panmixie et d'indépendance des loci, Watsal. (2001) ont proposé de calculer la valeur
maximale de la probabilité d'identité, c'est-a-dagorobabilité que deux individus de méme
génotype soient en fait de pleins fréres et sog=us de reproduction sexuée. Cette équation

est donnée par Evett & Weir (1998) :
Puoyss =[] 1025+ (025* > pi2)+ [0,5* (Z p? )2]— (025* >op! )] ol p, est la fréquence
k

allélique du ™ alléle du K™ locus.

D). Résultats

(Des résultats détaillés sont présentés dans I'®deconcernant I'estimation des valeurs de

Fs dans les trois populations considérées)

1). Etat de la diversité génétiqgue neutre intra-poationnelle chez les populations

forestieres de merisier

Valeurs de richesse alléliquegHo
Les valeurs de richesse allélique et d’hétérozggattiendues sont présentées en Table 1.

Déséquilibre de liaison entre loci
Les déséquilibres de liaison entre loci pour laydaton de St-Gobain sont donnés en Annexe
1, Table 6. Lorsque tous les individus de la pajputasont pris en compte, y compris les
répétitions de genotypes dues a la propagationuasexous les loci sont significativement
liés les uns aux autres. Lorsqu’on ne tient conguie d'un individu par génotype, on
remarque que 13 paires de loci sur 36 présentedésiéquilibre de liaison significatif. Parmi
les loci analysés, c’est le locus du GSI qui présénplus grande proportion de déséquilibres

de liaisons significatifs avec les autres loci.

Importance de la propagation asexuée
En considérant que tous les individus porteurs dfm@éme génotype pour les 8 loci
microsatellites sont des clones issus de la prajegasexuée du méme géenotype, nous
prenons un risque inférieur & 218e nous tromper et de considérer que deux indsviidues
produits par voie sexuée comme des clones (Eveivedr 1998). Cette probabilité étant
faible, nous considérerons par la suite que lewithas ayant des génotypes identiques pour
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Figure 4 :Cartographie du positionnement GSP des merispaimt( vert) et des taches des
drageonnages (taches rouges) en forét de St-Gobain.

Carte d'une population de merisiers en forét de Saint-Gobain (02)

400

meters
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les 8 microsatellites sont des clones d’'un mémetgpe. La Figure 4 présente la répartition

spatiale des clones dans la population de St-Gobain

2). Indices de fixation intra-population

Globalement, dans les 3 populations d’adultesydésurs moyennes dgs des microsatellites
sont négatives, de facon significative pour St-Golea Pagny, qu’elles prennent ou non en
compte les répétitions de génotypes dues a la gatpa asexuée. Cependant, les valeurs de
Fs different selon les loci et les populations coésid. Seuls 3 loci microsatellites présentent
des exces d’hétérozygotes et un seul, PCEGA34agmfsignificative quelles que soient les

populations. Les 5 autres loci ont des valeurdgleesvariable selon les populations.

Evolution des valeurs dgd-au cours du cycle de vie des merisiers
Dans la population de St-Gobain, les valeurd=dene changent pas de facon significative
entre les 3 classes d’age analysées (Test de Wilcpaur échantillons appariés, P>0,447).
Cependant, I'évolution des valeurs Eg entre les classes d’age varie selon les loci. -A St
Gobain, les valeurs du locus UDP96-005 décroissentours du cycle de vie. Les loci
PCEGA34, BPPCT040 et UDP98-021 montrent quant aumaxlégere diminution de leurs
valeurs entre le stade juvénile et le stade adalténverse, PS12A02 et UDP98-411 ont des

Fis qui augmentent entre le stade juvénile et le shaldédte.

Effet de la reproduction asexuée
Nos résultats montrent que lorsqu’on calcule ldsura deF s des populations en prenant en
compte les répétitions de génotypes dues a la gabpa asexuée, les valeurs Eg ont
tendance a diminuer mais de facon non significafiMest de Wilcoxon pour échantillons
appariés, P=0,155). Cependant, I'hétérozygotie rebsene varie pas lorsqu’'on considere
d’'un cote les génotypes a propagation asexuée (Nfx3#loyen0,7359,132) et de l'autre les
génotypes non clonaux (N=84,offoyen0,73998,149 ; k1140,02, P=0,901). De fait, les
valeurs de I'hétérozygotie observée ne sont pasifisigtivement modifiées, qu’'on tienne
compte ou non des répétitions de génotypes dues mopagation asexuée lors de leurs
calculs (Test de Wilcoxon pour échantillons apmarié=0,722). Par contre, le fait de tenir
compte des répétitions de génotypes dues a lageaitipa asexuée diminue significativement
les valeurs de I'hétérozygotie attendue (Test ddcdion pour échantillons appariés,
P=0,033).
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Table 2 :Indice de structuratiorf) entre nos trois populations et estimations du brentde
migrants q\lm:%). L’indice 6ap est calculé en tenant compte des répétitions detgees

dues a la propagation asexuée, I'indét& en tenant compte d’un seul ramet par genet.

Marqueur 0D Osp Nmsp
UDP96-005 0,055 0,066 3,54
BPPCTO034 0,096 0,090 2,53
PCEGA34 0,072 0,057 4,14
UDP98-411 0,076 0,052 4,56
BPPCTO040 0,086 0,052 4,56

PS12A02 0,133 0,102 2,20
UDP98-021 0,083 0,110 2,02

Tous microsatellitesauf UDP98-412 0,084 0,074
(xécart-type) (+0,008) (+0,009) 12
UDP98-412 0,029 0,016 15,38
Locus du GSI 0,042 0,023 10,62
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Effet du GSI sur les valeurs dg F
Comme attendu, le locus du GSI présente des vallelig significativement négatives dans
les 3 populations adultes. UDP98-412 situé a 2cMealdocus présente des valeursFie
négatives proches de cellds GSI dans les 3 populations. A l'inverse, le ©otiDP98-021
situé a 10 cM du locus du GSI présente parfois vddsurs deF,s positives et souvent

éloignées de celles du GSI.

3). Indice de fixation inter-populations

Les résultats obtenus sont présentés Table 2.

Fst des microsatellites
Que I'on fasse le calcul avec ou sans répétitiengéhotypes, tous les microsatellites ont des

valeurs de différenciation supérieure a 0,054,e~0,074 sans répétitions de génotypes). Le

taux de migration estimé a partir des valeurs d@rdnciation (Nrrp%) représente entre

2,2 a 4,6 individus par géneératidininoye3,4 Sans répétitions de génotypes).

Fst au locus S
Le locus du GSI présente une différenciation d@3,Elle est aussi significativement plus
faible que tous les autres marqueurs microsatellbesque UDP98-412 n’est pas pris en
compte (intervalle de confiance des valeursFde microsatellite a 95%: [0,060 ; 0,092]).
Situé a 2 cM du locus du GSI, la différenciationldaus UDP98-412 # =0,016) est aussi
significativement plus faible que celle des autresqueurs microsatellites et plus proche de

celle observée chez le locus du GSI.

Impact de la propagation asexuée sur g F

Globalement, la différenciation prenant en com@e fépétitions de génotypes dues a la
reproduction asexuée ne sont pas différents de caloylés avec un individu par génotype,
gu’on tienne compte d’'UDP98-412 (N=8) et du locusG5I (N=9), ou non (N=7)R>0,124,
test de Wilcoxon pour échantillons appariés). Cdpah) la différenciation tend a étre
globalement moins élevée sans répétition de géastygp’avec répétition de génotypes sauf
pour les locus UDP96005 et UDP98-021. Sur les Brincrosatellites, 48 alleles (61,5%) ont
montré une valeur de différenciation plus élevésduo’elle était calculée en tenant compte

des répétitions des génotypes drageonnant, 23929 voient pas leur différenciation
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affectée par la prise en compte des répétitionsgéestypes drageonnant (Annexe 7). Le
locus du GSI montre les mémes tendances : 14 wll@1é,8%) montrent des valeurs de
différenciation moindres lorsqu’on ne tient comgtes d’un individu par génotype.

[1I). INTERPRETATION ET DISCUSSION DES RESULTATS OBTENUS PAR VOIE

EXPERIMENTALE

A). Comment expliquer lesf,s negatifs rencontrés dans les populations

forestieres de merisier ?

Nos résultats montrent que dans nos populatiomsetisiers adultes, pres d’'un arbre sur deux
est un ramet d’'un genet se propageant par voieuédsex es valeurs négatives des
obtenues sur microsatellites confirment la tendaseecette espéce a présenter des exces
d’hétérozygotes a des loci supposés neutres (Frasetaal. 1993 ; Ducci & Santi 1997 ;
Annexe 5). Nous avons identifié quatre causes plessaux excés d’hétérozygotes observes
dans les populations adultes (voir Annexe 1). Nmusgliscuterons ici que des effets potentiels

du systéeme de reproduction du merisier sur lessedteétérozygotes.

Effet de la propagation asexuée sur les valeurs,ge

Les génotypes montrant une capacité a se reprogaitellement par voie asexuée ne sont
pas plus hétérozygotes que les individus qui neemtént pas de preuve de leur capacité a la
propagation asexuée. Chez les merisiers, et coemrant a ce qui a été observé chez d’autres
espéeces (Judson & Normark, 1996; Delmadteal. 2002 ; Lamont & Wiens 2003), la
reproduction asexuée ne semble donc pas favoie®eumulation indépendante de mutations
sur les alléeles d'un méme locus. Cependant, nougslisigosons pas d’informations sur
I'histoire des génotypes de nos populations. Noesciuons donc pas la possibilité que
certains individus, uniques représentants d'un ty§®o ne proviennent pas de lignées
clonales par mutation ou bien ne soient pas lesietsr descendants d’'une lignée clonale.
Ainsi nous avons identifié deux taches de dragg@ooshes spatialement et dont le génotype
ne differe que par un allele & un locus microsiéelCependant, la probabilité d’'observer un
grand nombre de ces phénomenes parmi nos 117 gésoegt faible. Par ailleurs, tous les
génotypes de merisiers pourraient étre aptes damairees conditions environnementales a
développer des drageons. Dans ce cas, les pomsai® merisier n’hébergeraient pas de
« lignées clonales » dont les génotypes seraienhtemais sur des plages temporelles
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suffisantes pour observer I'apparition de mutatiomdépendantes sur les alleles des loci
microsatellites, mais des génotypes ayant dévelogpé drageons du fait d'aléas
environnementaux.

Les valeurs de I'hétérozygotie espérée sont siatifiement plus faibles lorsque les valeurs
des fréquences alléliques tiennent compte desitiépdtde génotypes dues au drageonnage.
La prise en compte des répétitions de génotypes aualrageonnage aurait donc pour effet
d’augmenter les fréquences alléliques de certdiakes et de diminuer celles des alléles les
moins portés par les génotypes drageonnant. Ciffiéeeice serait responsable du fait qu’on
observe un exces d’hétérozygotes plus fort lordegiE,s sont calculés en prenant compte des
répétitions de génotypes liés a la propagationwssexEn conclusion, I'excés d’hétérozygotes
observé en tenant en compte tous les individusigmdvait dans notre cas non pas d'une
hétérozygotie observée plus grande des individagedmnant mais de I’hétérozygotie espérée
plus faible quand nous prenons en compte tousitigidus dans la population.

Enfin, tous les loci sont significativement liéss lens aux autres lorsqu’on calcule les
déséquilibres de liaison en tenant compte de tesigdmets des genets clonaux. Si on ne

considére qu'un ramet par genet, 13 paires deslac86 apparaissent significativement liés.

Effet du GSI sur les valeurs dg F
Nos données constituent un premier élément derceetiion de I'effet d’'un locus du GSI sur
des loci neutres liés et non liés prédit par le e®dhéorique de Glémiet al. (2001). Le
locus UDP98-412 a 1cM du locus du GSI présenteegess d’hétérozygotes proches de ceux
présentés par le locus du GSI. A l'inverse, I'hétggotie de loci microsatellites non liés
physiquement ou physiquement liés mais plus élasidt® cM) ne semble pas étre affectée
par les effets de la sélection balancée au locu&8u Ce résultat rejette I'idée d’'un effet
global d’entrainement des loci neutres ou des gésorers des exces d’hétérozygotes chez
les espéces dont la reproduction est contréléaeméorcus sous sélection balancée (Kercher &
Conner 1996 ; Ferrat al. 2004 ; Lukast al. 2004).

Cependant, méme en ne prenant en compte qu'unygéngiar genet, le§s calculés
montrent que les populations étudiées ont une éégéndance a présenter des exces

d’hétérozygotes dont I'origine reste inexpliquée.

Possibilité d’'un effet conjoint de l'asexualité du GSI sur la diversité intra-

populationnelle ?
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Pour expliquer I'origine du nombre élevé de déddmres de liaison entre loci et la tendance a
observer des excés d’hétérozygotes aux loci neutmss pourrions faire I'hypothése d’un
effet conjoint de la propagation asexuée et du &flla structuration génétique des loci
neutres dans les populations de merisier.

Une premiere hypothése consisterait a supposer lgge populations de merisier
comporteraient des lignées constituées de clonete dtatries plus souvent porteurs des
mémes alléles du GSI que le reste de la populdtioriégrité génétique de ces lignées serait
maintenue dans le temps par la reproduction aseieggeénérations chevauchantes et une
forte structuration spatiale de la diversité alss#tnt a I'observation des croisements
préférentiels et a un faible taux de polyandrie. fait de la restriction du nombre de
croisements possibles par le GSI en populatior fiklekemanst al. 1998), la plus grande
partie des croisements aurait lieu entre individeslignées difféerentes. Chez les chauve-
sourisCynopterus sphinStorzet al. (2001) ont montré que |€5s négatifs observés sur des
marqueurs microsatellites pouvaient s’expliquer arsysteme de reproduction particulier.
Chez cette espece, les comportements sociaux @ndujse tous les croisements se font entre
des femelles vivant sédentairement dans la grattepee par la colonie de ses parents et
guelques males immigrant d’autres colonies. Lesttego abritent donc des lignées
matrimoniales dont la composition alleélique évolue fil des générations mais dont les
fréequences alléliqgues en moyenne continuent dérdiffde celles des autres colonies. Les
descendants ainsi générés sont donc issus de dantem de pools génétiques dont les
fréquences alleliques different en moyenne. Cegaystde reproduction suffirait a créer un
léger exces d’hétérozygote aux loci microsatelltescette espece. Dans ce cas, la déviation
des attendus sous les hypothéses d’Hardy-Weintezait slirectement proportionnelle a la
variance génétique interlignée (Chesser 1991).

Une autre hypothése consisterait a considérerdséaiilibres de liaisons entre loci neutres
non physiquement liés au GSI et le locus du GSI e;@mmme origine potentielle des légers
exces d’hétérozygotes observés chez les merigapres la revue d’Halkett al. (2005),

les individus se reproduisant par voie asexuéeqrdworéer ces déséquilibres de liaison. Chez
les merisiers, ces déséquilibres de liaison poemtadtre amplifiés du fait de la sélection au
locus du GSI, contraignant les loci neutres a sepooter comme s’ils étaient liés au locus du
GSI. Ainsi, des exces d’hétérozygotes plus fortgrizoent étre crées par les effets conjoints
de la propagation partiellement asexuée et du GSI.

Cependant, nous n’observons pas de tendance a c@s eXhétérozygotes chez les

descendants. Ces hypothéses ne sont donc pas wssitear le mode de fonctionnement
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actuel de la reproduction sexuée de merisiers @adtin. Nous avons donc commenceé a
modéliser quels pourrait étre les effets combireémdgropagation partiellement asexuée et du
GSI sur les valeurs dgs au sein de population finie et a regarder si peyactions peuvent

étre a l'origine des faibles excés d’hétérozygoteservés dans les populations de merisiers.

B). Une structuration inter-populations moyennegepbpulations de merisier

La structuration génétique inter-populations estiragartir des microsatellites est supérieure
a 0,05, une valeur intermédiaire entre une divegnétique faiblement structurég0,05)

et une forte différenciation génétique des derre$>0,2). Le taux de migration entre les trois
populations est estiméN=3.

Ces valeurs dEstcalculées a partir de microsatellites sur nosg@ufaions sont comparables
aux valeurs précédemment calculées sur respectitednet 5 autres populations a l'aide
d’'isozymes Fs=0,049, Frascariat al. 1993 ;Fs=0,052, Marietteet al. 1997). Par ailleurs, a
'aide de microsatellites, Tavaud (2002) a estiméstructuration génétigue au niveau
européen entre populations d’Europe de I'Ouest minkanie aFs=0,072 et populations
d’Europe de I'Ouest et Geéorgie Bs1=0,071. Ces résultats montrent que la valeur de la
structuration génétique neutre inter-populationszdies merisiers européens est globalement
comprise entre 0,05 et 0,1. La diversité génétided’espéce semble donc structurée en

demes moyennement différenciés.

C). Impact de la reproduction partiellement asexisée la structuration

génétigue inter-populations

Tout d’abord il semblerait que la prise en compts dépétitions des génotypes se
reproduisant partiellement par voie asexuée inflaenégerement les valeurs de
différenciation génétique inter-populations. Nowsres observé une structuration génétique
Iégerement plus forte lorsque nous tenions compte rdpétitions de génotypes dues a la
propagation asexuée. Ces résultats vont a I'ereal@s prédictions du modele théorique de
Balloux et al (2003) qui prévoit que la différenciation génaaqinter-populations devrait
décroitre lorsque le taux de reproduction asexuggnante et dépasse des valeurs de 0,9.
Cependant, le modéle de Balloex al. (2003) inclut que les clones puissent migrer entre
populations, comme c’est le cas chez beaucouprdani (cas par exemple des Annélides :
Nilsson et al. 2000 ; Crustacées: Haagt al. 2002 ; Aphides: Guillemaud 2003 ;
Plathelminthes : Prugnolkt al. 2005). Les prédictions du modéle de Ballewal. (2003) ne
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peuvent donc s'appliquer aux plantes que dans ke daspéces qui n’utilisent que
'agamospermie comme seul mode d’apomixie. A notrenaissance, le merisier n’est pas
capable de se reproduire par agamospermie. L'aperitez cette espéce n’étant représentée
gue par le drageonnage, sa dispersion clonalénagtd a quelques dizaines ou centaines de
metres. La migration inter-populations implique doforcément des événements de
reproduction sexuée (dispersion du pollen ou desnegs), et non pas asexuée. Cette
différence constitue une explication plausible daits que les résultats observés chez le
merisier divergent des prédictions que nous avaiessfa partir du modele théorique proposé
par Ballouxet al.(2003). Comme précédemment expose, nous avons aueraedévelopper
un modéle simulant le cycle de vie du merisier epytations structurées. A partir de ces
simulations, nous avons la perspective de formdésr valeurs de structurations génétiques
inter-populations attendues dans le cas de popuokse reproduisant partiellement par voie
asexueée et dont les clones seraient incapables disperser.

Pour nous, 'augmentation de la différenciatioreirpiopulations liée a la prise en compte des
répétitions des génotypes clonaux traduit le faie des génotypes qui se reproduisent
partiellement par voie asexuée ne portent pas Eman alleles microsatellites suivant les

populations.

D). Structuration génétiqgue d’'un locus sous séactiréguence-dépendante

négative

Le locus du GSI présente une valeur faible de mifféiation, inférieure a la limite de 0,05.

Les estimations de la mobilité des alleles montger celle-ci est 2 a 3 fois plus grande que
celles estimées pour les microsatellites. Nos t&@sulempiriques confirment les attendus
théoriques énoncés par Wright (1939). Par ailleWidP98-412 a 1cM du locus du GSI
présente une structuration génétique plus procloeltkedu GSI que celles observées chez les
autres loci neutres du génome. Cette valeur argiamam faveur d’'un entrainement de ce
locus par les pressions de sélection fréquencendépée négative inhérente au GSI. A
'inverse, UDP98-021 présente une structurationéfjgoe trois fois plus élevée que celles
d’'UDP98-412 et du locus de GSI. Cependant, I'olstzm du comportement de ces 2 loci
n’'est pas suffisante pour pouvoir conclure surdpacité du GSI a influencer la structure
géneétique des loci neutres qui lui sont liés. Wmspirand nombre de loci et de populations
seraient nécessaires pour pouvoir statistiquemstimer l'influence du GSI sur les loci

neutres qui lui sont liés.
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Le GSI, un cluster de loci sous sélection fréquatdmendante négative, présente donc une
structuration génétique significativement plus baiue celle de loci neutres non liés. Par
ailleurs, ce locus pourrait affecter par entraingtra structuration génétique d’'un locus
neutre lié pourtant distant d’ 1cM. Nos observaiorargumentent pas en la faveur d‘un
possible effet d’entrainement du locus du GSI surstructuration de I'ensemble de la

diversité génétique neutre du merisier.

E). Perspectives

Nos résultats montrent que nous connaissons aatuetit peu de choses concernant I'effet
potentiel des systemes mixtes de reproductionasdiversité génétique et sa structuration. Or
ces systemes jouent un grand role sur la diversit&tructuration et la dynamique de la
variabilité génétiqgue. Chez les plantes, I'effetilsge la propagation partiellement asexuée
nécessite la formulation de prédictions adaptéas dds modeéles théoriques prenant en
compte leurs spécificités biologiques. Nous avamscccréé un modele reproduisant le cycle
de vie des merisiers et simulant le fonctionnentEnpopulations finies et structurées. Pour
l'instant, ce modele permet de suivre I'évolutiom mMarqueurs type microsatellites dans des
populations finies de merisiers structurées enselsl’ages, se propageant partiellement par
drageonnage et se reproduisant en partie par ggigee sous contrdle d'un GSI. Il permet de
faire varier le caractére héréditaire ou non deptapagation asexuée, la proportion
reproduction asexuée/reproduction sexuée et laeuigtespective des clones par rapport aux
descendants issus de la reproduction sexuée, decempte de la liaison ou non des
microsatellites au locus du GSI, du nombre d'afleédedu GSI et de la taille des populations.
L’objectif de ce modéle est de répondre aux questsuivantes :
* Quels sont le§ s attendus chez les plantes se propageant partexilepar apomixie
non agamospermique ?
e Quels sont les effets conjoints de la reproductisexuée et du GSI chez une espece
en générations chevauchantes sur sa diversitéigeadttra et inter populationnelle ?
* Le GSI peut-il entrainer la structuration et la edsité génétique de loci type
microsatellites liés et non liés ?
Le modéle est développé de facon a prendre en eoleptcaractéristiques biologiques du
merisier, a pouvoir activer ou non une caractépstiet a en faire varier l'intensité. A terme,
nous aimerions pouvoir tester toutes les hypothesekevees par nos résultats empiriques. Il

prendra bientdt en compte des évenements de noigrantre ces populations, une
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Figure 5 :a) Fis moyen attendus dans une population de g}l finie en fonction du taux de
reproduction asexuée (clonality rate). Chaque aediimée correspond a une taille fixe de
population (exemple : p100, pour une population1@6 individus). Les Fis moyens sont
calculés comme la moyenne des Fis obtenus sur A@@&nements de reproduction sexuée
successifs a 30 loci « neutres » indépendants.

b) variance sur 30 loci des mémes Fis.
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structuration spatiale des individus au sein dgaujaions complétée par une reproduction

sexuée soumise a une dispersion pollinique distdépendante et I'existence d'un locus

soumis a sélection.

La partie qui suit présente les premiers résutitatenus par le modeéle et discute les premiers

€léments de réponse qu’on peut en tirer pour réeaauak questions soulevées.

1). Quels sont les k attendus chez les plantes se propageant partiediehpar apomixie

non agamospermique ?

Pour répondre a cette question, nous avons sim0®0Lcycles de reproduction sexuée
consécutifs d’'une population de taille finie segageant partiellement par voie asexuée et
utilisant une reproduction sexuée de type panmietid-esFis ont été synthétisés en une
moyenne et variance des valeurs obtenues sur E01@générations a 30 lodlous avons
relevé le nombre moyen de générations nécessaigsgpe tous les loci fixent un de leurs
deux alleles.

Les premiers résultats sont représentés Figure 5.

Concernant les valeurs &g espérées, on remarque que pour des taux de téomdérieurs

a 0,9, lefs attendus sont trés Iégérement négatifs mais toehes de zéro. Pour des taux de
clonalité supérieurs a 0,9, |Bg espérés deviennent trés négatifs. La varianc& despérés
augmente lorsque le taux de clonalité augmente,eplas particulierement lorsque les taux
de clonalité dépassent 0,9. Par ailleurs, plusileetde la population est petite, plus faibles
sont les valeurs espérées Hg. A linverse la variance augmente lorsque la ¢ailles
populations diminue sauf pour un taux de clonal@&é),9999 : la variance dEg espérés est
plus petite que celle espérée pour des taillesogelations supérieureblous obtenons donc
des résultats similaires a ceux présentés pasuBatoal. (2003) et Bengtsson (2003).

Le suivi de I'évolution ded$-s au cours des générations nous a permis de comprémd
mécanisme sous-jacent créateurFgenégatifs pour des taux de clonalité supérieurSa 0,
parmi les 30 loci, beaucoup fixent au cours deggdions un des deux alleles disponibles a
equifréquence lors de linitialisation de la pogida. La population finit au bout de quelques
générations par n’étre plus composée que de guelgage un seul clone. Un effet de dérive
(effet stochastique aboutissant a la perte démbgrae de génotypes clonaux et a la
conservation d’'un seul genet dans la populationpraduit a la conservation soit d’'un seul
allele a I'état homozygote soit de deux allélesédal hétérozygote. Lorsque cette dérive
conserve un geénotype hétérozygote, I'hétérozygatiee locus est de fait supérieure a

I'hétérozygotie attendue dans les conditions dguilédore d’Hardy-Weinberg. Comme Igs
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Figure 6 :Fis moyen sur 30 loci « neutres » attendus sur 10 @&@rations dans une
population finie (N=100) d’arbres structurés erssks d’age se propageant partiellement par
voie asexuée. En bleu, cette population n'a pa&8k En rouge, cette population combine
propagation partiellement asexuée et sexuée soidHd’un GSI disposant initialement de
8 alleles S, les valeurs @ sont données pour des loci « neutres » indépendariocus du

GSI (r=0,5). En vert, les loci « neutres » congdéont un taux de recombinaison avec les
alléles S du GSI de r=0,004.
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ne peut étre calculé a un locus que si celui-cégrée au moins un individu hétérozygote,
I'hétérozygotie observé de la population ne tieaha compte que des loci ayant fixé un
génotype hétérozygote ce qui explique les valeurdrémement fortes d'exces

d’hétérozygotes. Quelques évenements de reproduseauée suffisent alors a modifier
I’hétérozygotie figée par la reproduction asexuea etintroduire la possibilité que le locus
fixe un des deux alléles par effet de dérive. Brasu ce fonctionnement, peut-on dire que
'asexualité conserve la diversité allélique ? N@awwons pour objectif d’utiliser des loci

comportant plus de 2 alleles et d’introduire desti@ntes spatiales limitant la taille de clones

pour que les populations simulées soient plusstéaliavec la réalité biologique.

2). Quels sont les effets conjoints de la reprodoctasexuée et du GSI chez une espéce en

générations chevauchantes sur sa diversité géndioira et inter populationnelle ?

Nous avons simulé dans les mémes conditions I'éeold’'une population de taille finie au
sein de laquelle le locus du GSI a été active. Nwamis fait varier le taux de recombinaison
entre locus « neutres » et locus du GSI ainsi gueombre d’alleles S disponibles dans la
population.

Seuls les résultats obtenus sur une population08ardividus sont présentés Figure 6. Les
premiers résultats montrent que ks varient toujours en fonction du taux de reprodrcti
asexuée et suivent une courbe similaire de celienole dans des populations se reproduisant
sans GSI. Par ailleurs, nous obtenons des résaimigires a Glémiret al. (2001) : lorsque

le taux de recombinaison entre le locus du GSlretlagus « neutre » diminue, I'excés
d’hétérozygotes attendu au locus neutre augment, ke résultat majeur de ces simulations
montre que, lorsqu’une population combine a la foie propagation partiellement sexuée
(taux de propagation asexuée supérieur a 0,5) eetreproduction sexuée sous GSI, Fes
espéres sont légérement «plus négatifs» que ctandas sous le seul effet de la propagation
partiellement asexuée (courbe rouge et courbetteédpleNous avons pour objectif de mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents a ce pbteffét conjoint d’une reproduction
mixte sur les valeurs dEs espérés notamment en analysant les variancesctiegge Par
ailleurs, nous regarderons ce potentiel effet dansadre d’'une population structurée en
deme.

Le travail de simulation se poursuivra apres lateywance de théese afin d’énoncer des
prédictions des effets attendus du systéme dedeption du merisier sur les valeurs [eie

espéres aux loci neutres liés et non liés au GSI.
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VI). DISTRIBUTION DES FREQUENCES ALLELIQUES POUR UN LOCUS SOUS

FREQUENCE-DEPENDANCE DANS UNE POPULATION STRUCTUREE

En 1939, Wright propose que la principale forcéuierficant les fréquences des alléles des loci
d’auto-incompatibilité soit une sélection de typégluence-dépendante négative. Les alléles
du GSI les plus rares participent plus a la pradaate la génération suivante puisqu’ils sont
plus souvent compatibles lors des croisements egpi@lléles les plus communs. Cette force
de sélection fréquence-dépendante négative peameiix alléles des loci sous son influence
d’échapper a la dérive. Malgré un modéle simplgeddée que les alléles sous forte sélection
frequence-dépendante négative devraient étre pgesmmn sein des populations a des
frequences alléliques identiques ou tres prochda gtlaleur d’équilibre telle que définie par
Wright (1939) reste fortement ancrée dans les tssgeis biologistes. Dans cette partie, nous
nous intéresserons a l'effet de la structuratiométigue sur la diversité génétique d’un locus
sous forte sélection fréquence-dépendante négetipéus particulierement a la distribution

des fréequences alléliques attendues et observdeswsudu GSI chez le merisier.

A). Hypothéses

Wright (1939) a montré que dans le cas d’une pdjoumigpanmictique infinie, on s’attend a ce
gue tous les alléles du locus du GSI présententro@me et unique fréquence allélique
(isopléthie des fréquences alleliques) égale @/n correspond au nombre d’alléles dans la
population. Dans le méme papier, Wright améliomre mmdele de facon a prendre en compte
les effets stochastiques de la dérive sur les &écps alléliques dans le cas d’'une population
finie. D’aprés ce nouveau modele, la distributi@s fféquences alléliques d’'un locus du GSI
a I'équilibre sélection, dérive et migration (ou taion) dans une population panmictique de
taille finie devrait se présenter sous la formend'« courbe en cloche bell shapé centrée
sur la valeur de I'équilibre isoplethe (la valeuesdfréquences alléliques obtenue si la
population avait été infinie).

Deux récentes revues sur la génétique des pomaatide I'auto-incompatibilité
homomorphique (SSI et GSI) recensent 19 especegefiies) dont le nombre et la fréquence
des types sexuels sont connus (Lawrence 2000 ri€&stekemans 2004). Dix des treize
espéeces se reproduisant sous controle d'un GSémede des distributions alléliques intra-
populationnelles qui ne peuvent étre différenciéed’isopléethie des fréquences. Cependant,
deux especerunus lamnesiangdKato & Mukai 2004) etPapaver rhoeagCampbell &

Lawrence 1981), présentent des distributions dpuéraces alleliques différentes des attendus
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du modéle de Wright en population finie. La plupdes plantes présentent une diversité
génétique structurée spatialement (Rousset & R@06d). En 1998, Schierup propose un
modéle estimant le nombre d’alléles du GSI et Iédguences attendues en population finie
mais spatialement structurée en demes. Concerasiftdquences alléliques, trois situations
se dégagent du modeéle :

(2) lorsque la structuration spatiale inter-denmstsfable Nn=50), on attend une distribution
des fréquences alleliques de type « courbe en &locu niveau d’'un déme et au niveau de
'espece compléte (de tous les demes). Du faithdigges fréquents d’alléles entre déemes,
chaque population devrait alors échantillonnerllgpart des alleles disponibles au niveau de
la population globale. L'espéce fonctionnerait slglobalement comme un super deme,
assimilable a une grande population de taille finie

(2) lorsque la différenciation inter-demes est dofim<0,05), on s’attend a ce que la
distribution des fréquences alleliques a I'intéridiun deme refléte I'isopléthie (« courbe en
cloche »). Cependant, chaque déme comporte alsralddes plus ou moins « endémiques »
mais a une fréquence proche voire identique aleuva’équilibre prédite par Wright (=1/n,
1939). Au niveau de la population globale, la distion des fréquences alléliques dévie
d’'une courbe en cloche et ce, d’autant plus quifférenciation inter-demes est forte. Du fait
de I'isolement de chague déme, ceux-ci subissenefiets de dérive indépendants modelant
les fréquences alléliques a I'échelle de I'espéeeforte structuration ne favorisant pas la
propagation des alléles émergeants aux autres damegrand nombre d’alleles restent
endémiques a un deme et présentent donc des faaaliéliques faibles a I'échelle de
'espece. Seuls peu d'alléles apparaissent doncclmence, plus souvent représentés dans
'ensemble des démes de I'espéce et présentembpaéquent des fréquences alléliques plus
élevées.

(3) et une situation intermédiaire, identifiee [@hierup (1998) comme un Ni2,5, ou les
distributions des fréquences alléliques inter-pafpoihs dévient des attendus de Wright, c'est-
a-dire d'une distribution de type isoplethe/courbr cloche. Dans ces déemes, I'état
d’équilibre des distributions des fréquences ajiéds ne peut y étre atteint du fait d’un apport
constant de nouveaux alleles par migration. Cepgntamigration n’est pas suffisante pour
limiter les effets locaux de la dérive et le mantid’alleles endémiques. Mais elle est aussi
suffisante pour apporter a chaque génération uitde fguantité d'alléles nouveaux aux

déemes.
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D’apreés les valeurs de Fst trouvé chez nos populatis de merisiers, nous nous trouvons
dans une situation ou Nre3, par conséquent dans cette situation intermeédiagridentifiée
par Schierup (1998). Nous avons donc examiné la rapition des fréquences alléliques
au locus S dans nos populations et testé son isdpié afin de savoir si la répartition
observée correspond aux prédictions faites par Samup (1998) dans le cadre d’'une
structuration inter-démes intermédiaire. Ce travail s’effectue en collaboration avec
Vincent Castric et Xavier Vekemans et fait I'objetde la rédaction d’un manuscrit,
cependant pas assez avancé pour étre intégré dans manuscrit. Nous donnons les

meéthodes ainsi que les premiers résultats de cetteude dans ce qui sulit.

B). Methodes

Distributions attendues des fréquences des allgles population structurée

Nous avons utilisé une version améliorée du progrardéveloppé par Xavier Vekemans qui
avait servi de vérification aux travaux de Mikkeh&rup (voir Schierup 1998). Une gamme
de simulations a été définie autour des valeursstbacturation génétique inter-demes
observée chez le merisier aux loci microsatellites distributions des fréquences alléliques
ont été étudiées au niveau des demes mais aussiegw de la population globale.

Nous nous sommes servis des données accumuléesumudu GSI dans nos 3 populations
pour confronter les résultats obtenus par simuladiaune réalité biologique. Pour ce faire,
nous avons réalisé des échantillonnages des siondatlentiques a ceux réalisés dans nos
populations. Les distributions des fréquencesigliés des données observées et théoriques
ont été comparées a l'aide de tests de Kolmogorowr®v.

Exploration des valeurs de migration efficace algsant au rejet de l'isoplethie
A partir des simulations, nous avons exploré ldswra de structuration génétique aboutissant
au rejet de I'isopléthie au sein des demes etchdle de I'espéce. L'objectif de ce travail est
d’énoncer des prédictions quant aux valeurs deatigyr efficaces observées aux loci neutres
permettant de rejeter l'isoplethie des frequendécues.
Pour chaque valeur ddm, nous avons généré 1000 échantillons de 30 etiridiGidus a
partir des distributions des fréquences allélicqpietenues par simulations. Sur chacun de ces
échantillons, nous avons testé lisopléthie enisatiit la méthode statistique de Davies
(Campbell & Lawrence 1981). Cette méthode inspaléeMantel (1974) consiste a tester
I'égalité des fréquences des alleles S a I'aide €hi2 a (-1) degrés de liberté :
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Table 3:Présence des alleles S dans les populations ésudie fréequences alléliques
comparées a celles esperees a 'equilibre sousyfmstheses de Wright (1939)‘_q(eqwngh°).
n/n; désigne la proportion d’alleles S détectés dante gaipulation par rapport au nombre

d’'alleles S actuellement connu au niveau de l'espentiere 1;=19). Les fréquences

alleliques en populations adultes sont présentées @D) et sans (SD) prendre en compte

les répétitions des génotypes dues a la propagasexuée.

Comté Pagny St-Gobain Descendants

Allgle S 2002
AD SD AD SD AD SD (N=834

S, 0,140 0,172 nd 0,090 0,084 0,082
S, 0,050 0,063 0,125 0,111 0,053 0,080 0,069
Ss 0,140 0,094 0,192 0,185 0,051 0,062 0,060
S4 nd nd 0,002 0,004 0,001
Ss nd nd nd 0,002
Se 0,070 0,047 0,048 0,056 0,031 0,049 0,053
S, 0,110 0,109 0,144 0,130 0,151 0,137 0,149
Se nd nd 0,002 0,004 0,004
S10 0,070 0,078 nd 0,157 0,093 0,138
S 0,110 0,141 nd 0,071 0,102 0,080
Sis 0,010 0,016 nd 0,045 0,066 0,023
S 0,130 0,109 0,192 0,185 0,053 0,066 0,068
Sy1e nd nd 0,012 0,018 0,020
Si7 0,060 0,063 0,019 0,019 0,004 0,009 0,011
Sis 0,060 0,063 0,135 0,130 0,057 0,049 0,027
S1o 0,030 0,031 0,087 0,130 0,027 0,031 0,031
Sz0 nd 0,038 0,037 0,180 0,124 0,152
Su nd 0,019 0,019 0,002 0,004 0,004
Sz 0,020 0,016 nd 0,012 0,018 0,026
n/ny 0,684 0,526 0,947 1,000
ﬁ(eqwﬁgm) 0,077 0,100 0,056 0,053

nd : alléle S non détecté dans cette population

Figures & Tables, These de Solenn Stoeckel, Cemagref-ERESE, Avril 2006.
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Table 4 :Présentation des alléles S connus et taille deupis PCR obtenus a partir des 3 paires d’amaaesensus.

Allele S

Taille du produit PCR du®lintron
(PaConsl-F + -R

Taille du produit PCR du2intron

(PaConsll-F + -B

Taille du produit PCR du®lintron
(PaConsl-F’ + -R2 séquenceur capillaiye

Références

S
S
S
Sy
S
S
S
S

Sto
St
S
St
S)(/16
Si7
Sis
Ste
S
S
S

456
419
303
523
462
518
420
428
439
420
Non amplifié
407
485
~460*
~410*
~510*
~390*
~460*
~480*

874 (+ ~800)
2,204 (+ ~1,800)
898 (+ ~825 + ~950)
1,064 (+ ~950 + ~1,200)
2,159 + ~1,650
577

2,385 (+ ~1,850)
798
734

1,773 (+ ~1,500)

874 (+ ~490 + ~330)

719
1,454

788 (772-773-778-795-797-798-805)

935 (932-934-936-937)
971 (971)
1736 (1724-1735-1748)
2010 (2006-2014)
2264 (2258-2270)

380
345
234
451
393
443
345
356
364
346
452, 454 ou 458
334
413
396
342
427
326
375
422

Sonneveld et al. (2088us presge
Sonneveld et al. (20835 presge
Sonneveld et al. (262R1s presge
Sonneveld et 8082 sous presge
Sonneveld et al. (2088us presge
Sonneveld et al. (20Gdus presge
Sonneveld et al. (2088us presge
Sonneveld et al. (20Gus presge
Sonneveld et al. (20Gdus presge
Sonneveld et al. (2088us presge
nrixveld et al. (2003sous presge
Sonneveld et al. (20Gdus presge
Sonneveld et al. (20G®ys presge

De ui al. (2005)
De Cuyper et &108)
De Cuyper et al. (2005)
De Cuyper et 408)
De Cuyper et al. (2005)
De Cuyper et al. (2005)

* Tailles constatées aprés mise au point puisigétibn avec des alléles de référence (prétéeB@&uyper) sur notre matériel.

Figures & Tables, These de Solenn Stoeckel, CerhaBft&REF-ESE, Avril 2006. 10



X% 1) = ar
(Davieg 2r -
ou n correspond au nombre d’alléles G, la fréquence absolue dd'falléle etr la taille de

I’échantillon.

Déviation des distributions de I'hypothése d’isdpié
Nous avons testé lisopléethie des fréquences aillés observés au locus du GSI de nos 3
populations de merisiers en utilisant la méthodésiique de Davies (Campbell & Lawrence
1981).

C). Résultats et discussion

Les trois populations présentent un grand nombaétes S parmi les 22 alleles reconnus et
publiés (Sonnevele@t al. 2003 ; De Cuypeet al. 2005). La population de St-Gobain porte
prés de 82% des alleles S connus dAewiumL. Chacune des trois populations étudiées
présente un bonne partie des d’alleles actuelleswmtus chez le merisier (Tables 3 et 4).
Les fréquences des alléles S par population diftede fréquences isoplétheg: {?=498.0,

P< 5.08 10). Lorsqu'on ne tient pas compte des répétitions géeotypes dues au
drageonnage, les fréguences alléliques differentjotos de fréquences isopléthes
(xa7/=125.4,P< 1.42 10'®" Celles-ci ne présentent pas sous la forme de coeembeloche
autour d’'une valeur modale 1/n ou n serait le n@enballéles du GSI dans la population
(Annexe 6, Figure 3). D'aprés le test de Daviesnfizell & Lawrence 1981) nos 3
populations de merisiers présentent des fréquall@isjues au locus du GSI qui différent de

ce qu’on attend a un locus sous sélection balancée.

Distributions attendues des fréquences des allles population structurée
Nous avons utilisé les estimations de migratiorenbes a partir des valeurs de structuration
génétique observées au niveau des loci microgatelihon liés au GSI sur les trois
populations précédemment décrites pour calibregarégramme de simulation. Les résultats
des simulations sont présentés Annexe 6, Tableohc&nant la forme des distributions
alléliques (Annexe 6, Figures 1 et 2), nous obterdes résultats similaires a ceux présentés
par Schierup (1998)Aucune des distributions des fréquences alléligabtenues par

simulation sous quelguem que ce soit n'est statiquement assimilable a cdtefréquences
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alléliques observées a St-Gobain chez les meridiessDmax calculés entre les distribution
moyenne des simulations et les distributions dedguiences alléligues observées
(0,38<Dmax<0,79) sont toujours supérieurs af”‘@Epercentile du Dmax entre les
distributions des simulations (Dmax.<0,27). Cependant, d’apres la statistique du test d
Kolmogorov-Smirnov, la distribution simulée s’apphant le plus de la distribution observée
est celle obtenue pour une migration observée Bbbaus neutre d&m=3. Le fait que les
distributions simulées pour des valeursNie=3 ne soient statistiquement pas assimilables
aux distributions observées provient probableméamnteddivergence d’effectifs pour le calcul
des distributions simulées (N=120) et des distrinsg observées (N=113).

Exploration des valeurs de migration efficace algsant au rejet de I'isopléthie
Au niveau du demes, la probabilité de rejeter pisthie des fréquences alléliques croit de
Nm<0,1 aNm=0,5 (structuration forte), puis décroit 88r=0.5 a une structuration inter-
demes négligeableN(m>50). Au niveau de l'espéce, les tests montrent lpusque la
structuration inter-populations augmente, la prdkébde rejeter I'isopléthie des fréquences
alleligues augmente. Les tendances de ces testiersmnt les explications discutées par
Schierup (1998). Pour des structurations inter-defiogtes, la migration n'est pas assez
efficace pour apporter suffisamment d’alléles pamégation. Au niveau du locus du GSlI, ces
demes fonctionnent alors comme des unités indépéesglaDe fait, au sein de chaque déeme,
I'équilibre des fréquences alléliques S prédite\Waight en population finie (1939) peut donc
étre atteint. Pour des valeurs de structurationgtipues faibles, les demes ont suffisamment
de migrants par génération pour que leur fonctiorer® s’approche de celui d’'une grande
population composée de tous les demes (en un psepdo-deme). De fait, I'espéce
fonctionne alors comme une grande population die tmie (égale a la somme de la taille
des démes) et peut donc atteindre et stabilisesdi®mble des fréquences de ses alleles S
autour de la valeur d’équilibre prédite par Wrigit population finie (1939). Entre ces deux
situations, la migration a chaque génération appi@mwe trop chaque deme en alléles
nouveaux pour que tous les alleles d’'un deme présame fréquence proche de celle de
'équilibre prédit par Wright (1939). Cependantiteemigration n’est pas suffisante pour
uniformiser la diversité génétique de tous les denka diversité génétique maintenue a
chaque deme est suffisamment indépendante dedesdlautres demes pour développer des
particularités endémiques (soit en terme de présefalleles soit en terme de fréquences

alléliques).
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Cependant, le test de Davies (Campbell & Lawrer@&1 ) présente un probléeme majeur mis
en évidence par nos résultats : cette méthode sgohid sensible a la taille de I'échantillon
testé gu'aux valeurs dBlm Par conséquent, il rejette presque toujours glesthie des
fréequences alléliques S lorsque I'échantillon @ahd, méme dans les cas les plus plausibles.
Nos résultats nous permettent donc de mettre etedarcommunauté scientifique quant a
I'utilisation de cette méthode déja utilisée dangsieurs papiers précédemment publiés
(Campbell & Lawrence 1981 ; Lawrence 2000 ; Cadirdekemans 2004). Nous avons pour
perspective de proposer d’autres méthodes qui peaiemt de tester l'isoplethie des
fréequences des alleles S et ainsi de pouvoir apprd#r et tester le fonctionnement génétique

d’'un déme ou d’'un ensemble de déme a un locusssdestion balancée.

La structuration génétique des populations en degmees faire dévier les distributions des
fréequences alléliques d’un locus sous sélectioanuale, le locus du GSlI, de celles attendues
sous les hypothéses de Wright (1939). Chez le meries distributions des fréquences
alléliques du locus du GSI présentent en populgilas d'alléles a des fréquences alléliques
faibles que ce que prédit le modéle de Wright ()J98@ biais pourrait s’expliquer par une
différenciation inter-populationnelle que Schield®98) qualifie d’intermédiaire reflétant le
fait que les populations présenteraient une ditéeeiéligue endémique suffisamment mobile
du fait de la migration pour se diffuser dans desitdemes mais pas assez mobile pour

uniformiser la diversité genétique de I'ensemble diemes.

Pour conclure ce chapitre...

Nos résultats montrent que l'utilisation de streégle reproduction mixtes chez des arbres
peut avoir des conséquences sur I'état et la statcdn de sa diversité génétique « neutre » et
au locus du GSI.

La prise en compte des ramets issus de la repiodwatexuée modifie les valeurs des indices
de fixation. Au sein d’'une méme population, la @E@ation asexuée a pour effet d’augmenter
les fréquences alléliques de certains alleles. ¢tantre, les génotypes se propageant
partiellement par voie asexuée ne semblent pas h@té&rozygotes que les génotypes non
clonaux. Par conséquent, lorsqu’on prend en conesteépétitions de génotypes dues a la
propagation asexuée pour le calcul dgs ceux-ci présentent globalement des exces

d’hétérozygotes significatifs. Par ailleurs, lapmgation asexuée ne favorise pas la présence
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des mémes alléles d’'une population a une autrecoBeéquence, les différenciations inter-
populations sont plus grandes lorsqu’elles somub@ks en tenant compte de tous les ramets.
Concernant le GSI, nos données confirment lestedsithéoriques obtenus par Glératral.
(2001). Ce locus n’a pas d’influence sur les lamitnes non liés. Par contre, il semble influer
sur la structuration d’'un locus qui lui est physment lieé (2 cM). De fait, on observe a ce
locus des exces d’hétérozygotes proches de ceuxésoau locus du GSI. Par alilleurs, la
sélection fréquence-dépendante négative qui deeétedt liée au fonctionnement du GSI
semble influencer la mobilité des alléles S. Ceiuxat une structuration inter-populationnelle
plus faible que celle trouvée chez les alleleslo@smicrosatellites. Par ailleurs, il semblerait
qgue le GSI entraine le locus neutre qui lui es{di€M). Celui-ci montre une différenciation
inter-populations tres proche de celle observéleaus du GSI.

Enfin, la distribution particuliere des fréquenedigliques d’un locus sous sélection balancée,
le locus du GSI, semble confirmer que les populatide merisier en France présentent des
différenciations génétiques intermédiaire. On olesgrlus d'alleles S a faible fréquence que
ce que prédit le modéle de Wright (1939). Ceciisdfaa une migration suffisamment faible
pour maintenir un endémisme de la diversité geunétimais aussi suffisamment forte pour
gue nous observions les effets d’un brassage aléntre populations.

Enfin, méme si le fait de combiner propagation ipet par voie asexuée et reproduction
sexuée sous contrble d’'un systéme d’auto-incomipisdilest probablement un trait courant
chez les plantegRichards 2003 ; Barrettom.perg, nous manguons de connaissances
théoriques et empiriques qui nous permettraienca@prendre comment ces deux traits
influencent, séparément et conjointement, la diteegEnétique et sa structuration au sein de

ces especes.
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Chapitre ||

La fée des merisier, un des symboles de la cudngo-

saxonne, reconvertie en fée Clochette par Jam&zahtie
(...et spécialement kitchisé par des spécialistes ette these).



CHAPITRE Il : IMPACT DU SYSTEME DE REPRODUCTION ET DES
FACTEURS ECOLOGIQUES SUR LE SUCCES REPRODUCTEUR

INDIVIDUEL CHEZ PRUNUS AVIUM L.

INTRODUCTION

Les succes de reproduction sont connus pour vaeer fonction des conditions
environnementales (Vellend 2005 ; Jacquermeyral. 2006), de la répartition spatiale des
individus d’'une méme espece (Kokko & Rankin 2006Jless caractéristiques phénotypiques
individuelles (Jordano 1993 ; Oddou-Muratoeioal. 2005).

Quelques études montrent ainsi un effet potenteladcompétition interspécifique sur les
succes reproducteurs individuels (Caruso 1999 [, &ehl 2005). Cependant, du fait de sa
floraison précoce et riche en composées azotéaspansables au développement post-
hivernal de nombreux insectes (Pesson & LouveawBd)l9e merisier est peu sujet a la
compétition interspécifique.

Par contre, cette espéce présente la particuldeittarement constituer I'espéce majoritaire
des foréts européennes. Elle se rencontre le mlugeat a I'état disséminée au sein de
peuplements constitués majoritairement d’espectss diociales (chénes, hétres,...). Les
individus poussent alors en tachespatichsplus ou moins denses et plus ou moins distants
d’arbres congéneres. Traditionnellement, on attgune I'augmentation de la démographie
d’'une population ou de sa densité entraine unenditioin de la fecondité des individus qui la
compose a cause de l'augmentation des interactiensype compétition intraspécifique.
Cependant, en conditions naturelles, de nombreesgices de plantes ont plutét montré un
effet contraire, mettant en évidence une relatmsitive entre 'augmentation de la taille et de
la densité des populations et les capacités reptivds des individus (Allee 1949 ; Wilét

al. 2005 et Annexe 2). De fait, chez une espece disgénou les individus poussent plus ou
moins €éloignés de leurs congéneres, on s’atteredgaue les individus isolés aient plus de mal
a participer a la production de la génération suiva

Par ailleurs, de nombreuses études ont observécomélation significative des succes
reproducteurs individuels avec les variations daaatéristiques phénotypiques. Ainsi, chez
les arbres, la hauteur du tronc ou encore leur éli@semble constituer de bons prédicateurs

des succes de reproduction individuels (Jordan8 1€8idou-Muratoriet al.2005).
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Cette partie a pour objectif de quantifier les a@oins individuels de participation a la

création de la génération suivante afin d’apprébermbmment la diversité génétique se
transmet d’'une génération a autre et quels sonpdesmetres influengcant sa transmission.
Outre les parametres généraux susceptibles deviairer les succes de reproduction décrits
ci-dessus, nous nous intéresserons plus partieoligmt aux effets des stratégies de
reproduction individuelles sur le succés des compies male et femelle de la reproduction

en relation avec les caractéristiques de leur nvais.

[). PREDICTION THEORIQUE DE L 'IMPACT DE LA PROPAGATION ASEXUEE ET DU

GS|I _SUR _LES COMPOSANTES FEMELLES ET MALES DES _SUCCES

REPRODUCTEURS INDIVIDUELS

A). Effets attendus de la propagation asexuée asirsbicces reproducteurs

individuels lors des phases de reproduction seauee GSI

Du fait de leur stationnarité, la propagation agexahez les plantes a pour conséquence de
concentrer la présence d’'un génotype dans un espealement restreint. Les génotypes qui
drageonnent forment alors des taches plus ou numhérentes d’individus génétiguement
identiques (ramets). Dans le cas d’'une especeeque@oduit partiellement par voie sexuée
sous le contrdle d’'un GSI, cette réplication peutiades conséquences contradictoires sur les
composantes male et femelle du succes reproduictdividuel (Charpentier 2001 ; Routley

et al.2004).

1). Effets sur la composante femelle du succés oslucteur individuel

Chez les espéces entomophiles, les génotypes pages@nt par voie asexuée présentent
'avantage d’augmenter localement leur présendeugtvisibilité dans I'espace. D’apres la
théorie du fourragement optimal fkarginal value theorem, Charnov 1976), la promesse
d’'une ressource a lI'abondance localisée peut fe@otiattraction des pollinisateurs et faire
converger leur trajectoire vers le groupe de ram@és nombreuses études empiriques ont
observé une corrélation entre la densité local@ldetes fleurissant, leur capacité a attirer
leurs pollinisateurs et leur production de graifwesr travaux cités Annexe 2). L’agrégation
spatiale d’'individus de la méme espece n'est patusive des génotypes se propageant
partiellement par voie asexuée. Cependant, chezsmpece entomophile, auto-incompatible,
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forestiere et disséminée, la capacité a drageopménrait constituer une réponse évolutive
aux problemes liés a l'isolement spatial, notamni@mérent aux événements de colonisation.
Dans ce cas, grace a leur capacité a attirer léisipateurs et, ainsi, a favoriser I'apport de
pollen allogame, on s’attend a ce que les géenotgpeproduction partiellement asexuée aient
une plus forte capacité a transformer leurs flearfruits.

Cependant, I'agrégation locale d’individus portEntméme génotype augmente la probabilité
de transfert de pollen entre ramets au sein d’'uaémentache de clone (De Joeigal. 1993 ;
Harder & Barrett 1995 ; Charpentier 2001). Or cleg espéces auto-incompatibles, les
évenements géitonogames sont infertiles. Les rafi@isméme genet peuvent diluer I'apport
de pollen allogame par du pollen géitonogame eitdinson importation vers les ramets les
plus centraux « pollen limitation »voir par exemple Harder & Barrett 1995). Par ailg
dans le cas rare de saturation pollinique, la gégamie associée aux meécanismes liés au
GSI peuvent aboutir au blocage du style par deshmms de callose et interdire alors aux
pollens allogames de féconder I'ovule (De Jatgal. 1993). On s’attend donc a ce que
'augmentation du nombre de ramets d’'un méme gaaes le voisinage d’'un arbre diminue
la probabilité que ses fleurs soient polliniséedad®n efficace lors de la visite de vecteurs
(De Jongetal. 1993; Ushimaru & Kikuzawa 1999). Ainsi, il a ét@ntré que, chez certaines
especes, la propagation asexuée associé a un sydtaato-incompatibilité pourrait étre a
I'origine des faibles taux de fructification obsésv(Aspinwall & Christian 1992).

2). Effets sur la composante male du succes repicidur individuel

Les individus qui se propagent par voie asexuéenantgnt la quantité globale de gametes
males produite par leur génotype. Par ailleurspéisupent un volume supérieur a celui d’'un
génotype ne possédant qu'un seul représentantcdPaéquent, leur surface d’interaction
avec d’autres génotypes est d’autant plus granddeggenet possede de ramets. lls ont donc
un potentiel de dispersion de pollen plus fort gekei d’'un arbre seul. On s’attend donc a ce
gue ces génotypes émettent plus de gameétes, uélsgissent avec un plus grand nombre
de congéneres et qu’en résultat, leur contribudida génération suivante en tant que peres
soit plus forte que celle de génotypes constitugas deul ramet (Klinkhamer & De Jong
1997 ; Routleyet al. 2004).

Paradoxalement, la propagation asexuée peut aggieffiets négatifs sur la composante male
du succés reproducteur. L'augmentation du nombreflelrs appartenant a un méme
génotype augmente la probabilité de transfert déepaeéitonogame, et ce d’autant plus

lorsque les clones sont agrégés dans I'espacediipeed al. 1993 ; Harder & Barrett 1995 ;
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Eckertet al. 2000 ; Reusch 2001). Or la géitonogamie chez esfpece auto-incompatible a
un co0t fort sur la composante méle : la perte djaméte. La présence de ramets du méme
genet a proximité favorise la géitonogamie et dimiefficacité de la fonction male. Par
ailleurs, les individus identiques entourant un rarlpeuvent drastiquement diminuer
I'efficacité de I'exportation de pollen du génotypées pollinisateurs en visitant
séquentiellement des fleurs appartenant a un mématype déposent sur le style de chaque
nouvelle fleur du pollen des fleurs visitées préraohent. Une quantité non négligeable de
pollen peut donc étre ainsi soustrait des vectalars qu’elle aurait pu étre exporté et déposé
sur les stigmas d’autres génotypeslien discountingHarder & Thomson 1989 ; Barrett
2003 ; Porcher & Lande 2005 ; Annexe 2). En consBge, la propagation asexuée peut
potentiellement nuire a [lefficacité du succés oelucteur male des génotypes qui
drageonnent (Klinkhamer & De Jong 1997).

Les prédictions des effets potentiels de la reprtidn asexuée sur le succes reproducteur des
individus semblent donc contradictoires. Cependant,s’attend globalement a ce que la
propagation asexuée associé au colt de la géitonedgafligé par le GSI nuise a chacune des

composantes de la reproduction sexuée.

B). Effets attendus du GSI sur la fructification

Du fait de la sélection frequence-dépendante négats gametes porteurs des alléles S les
plus rares devraient étre capable de féconder us gland nombre d’individus et d’étre
pollinisé efficacement plus souvent par un apperpdllen. On s’attend donc conformément
aux prédictions de Wright (1939) que les arbrestigas alleles S rares produisent plus de
descendants que ceux porteurs d'alleles S courants,fois pour la composante male et
femelle. lls auraient ainsi un meilleur succes dectification et en tant que peéres, ils

exporteraient leur pollen de fagon plus efficace.

[1). DISPOSITIF EXPERIMENTAL ET ECHANTILLONNAGE _, LE TEMPS DES MERISES

L'étude a été menée dans la population de St-Gppetéaédemment décrite.

Le succes reproducteur d’'un individu inclus nonlesment sa production de graines ou le
nombre de graines engendré mais aussi la capaci@ardie et le succes reproducteur de ces
mémes graines. Cependant, nous nous intéressaangagekte partie uniquement a la capacité
des individus a produire des graines, c'est-adi® descendants en début de vie ayant peu

subi les contraintes environnementales liées agldggement et & la survie d’'un arbre en
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Figure 7 :Carte des positions des arbres ayant servi adkéules succes individuel de

fructification.
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forét. Pour plus de lisibilité dans ce manuscritis appellerons cette capacité a produire des

graines « succes reproducteur » ou « succes dedrggion »

A). Caractéristiques phénotypiques et génétiqgussadares de la population de
St-Gobain

Nous avons utilisé les informations génétiques @egu préecédemment a laide des 8

marqueurs microsatellites et du locus du GSI pamdiériser les arbres adultes de la
population. Par ailleurs, pour chaque arbre, neanarelevé sa hauteur (du sol a la téte du
houppier) et le diamétre de son tronc a 1,30m dulss distances entre arbres ont été

calculées a partir des coordonnées GPS de lagosié chaque arbre (Figure 7).

B). Estimation de la composante femelle du sucsgducteur individuel

Pour plus de facilité, nous appelleronsueces de fructification la proportion de fleurs
pollinisées aboutissant a la formation d’un fruitagyau lignifié.

Nous avons choisi 21 arbres méres dans la populatiofonction de leur caractere isolé ou
groupé, de leur appartenance ou non a une tachdratgeonnage et en fonction de
'accessibilité de leur houppier a la grimpe (vBimnexe 3, Figure 1). Sur chacun de ces
arbres nous avons choisi une branche rayonnantrahe tvers I'extérieur du houppier.
L'utilisation des techniques de I'Accrobranche® soa permis de prendre position a la
hauteur des branches étudiées pour y compter aeedcsipn les fleurs puis les fruits, sans
avoir a y prendre appui. Nous avons donc dénontwrées les fleurs d’'une ou de deux
branches par arbre au mois d’avril 2004. Les brasdhaient alors marquées avec un ruban
de plastique et de la peinture au niveau du troha position de toutes fleurs comptées était
reportée sur un plan schématisant chaque branatgét Deux mois plus tard, mi-juin, nous
sommes revenus compter les fruits qui s’y sont &xnpeu de temps avant leur maturation
(fruits globalement encore verts mais pleinememhés).

Nous avons par ailleurs suivi deux années consé&sutf2003 & 2004) les périodes et

I'avancée de floraison de chacun des 247 arbres.

1). Analyse des facteurs influencant potentiellentdla composante femelle des succes

reproducteurs individuels

Pour estimer les effets respectifs de la propagatigexuée, du GSI, des caractéristiques

phénotypiques de I'arbre comparées a celles dev@isinage et leur structure spatiale, nous
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avons synthétisé ces effets en 12 variables incégsadans un modele de régression multiple.
Le probleme de ce genre d’analyse consiste a diétermuelle taille de voisinage doit étre
considérée. Nous avons choisi de ne pas fixer daile et de regarder les effets des

différents parameétres a toutes les tailles de mag@ possibles pour chaque arbre.

[%j =mDis{(x) + varDist(x) + nC(x) + nCA(x) + mDistCAX) + var DistCA(x)

+ nH(x) + mDistH(x) + varDistH(x) + nD(x) + mDistD(x) + var DistD(x)

. Fr R . . . L, .
ou (F correspond a la racine carrée de la proportiofiedes pollinisées en fruits par

arbre, mDist(x) 3 |a distance moyenne séparant un arbre de séssxppches voisins et
varDist(X) 3 |a variance de cette distand®() au nombre de clones parmi les x plus
proches voisins,"CAX) au nombre dalléles S compatible®IPISICAX) 3 |3 distance
moyenne séparant I'arbre étudié¢ d¥e”(X) et VarbIStCAX) o yariance™ (X) |e nombre

de voisins plus haut que l'arbre étudf@,DiStH(X) la distance moyenne séparant I'arbre
étudié de sefH (X et sa varianc&@ DiStH(X)  nD(X) | hombre d'arbres de plus gros
diamétre que I'arbre étudié’,‘DiStD(X) la distance moyenne des arbres de plus gros demet
et VarDistD(X) |3 variance de cette distance. Toutes les vasainet elles-mémes fonction

du nombre considéré de voisins les plus prochedadere studid?) . Les régressions
multiples correspondant aux 246 tailles de voistnpgssibles ont été réalisées a l'aide de la
procédure GLM implémentée sous SAS v8.2 (SAS Ulnstilnc.).

C). Estimation de la composante male du succesdapteur individuel

Afin d’étudier la composante male du succeés reprtadur des merisiers de la population de
St-Gobain, nous avons récolté en 2002, 941 desnendar 24 méres et en 2003, 887
descendants sur 32 meres (Annexe 7). Les merisegérecoltées au début du mois de juin,
en fin de maturation, encore portées par leurs sn&dee ou plusieurs branches par arbre
étudié étaient tirées au fusil. Cette méthode mathesement invasive permettait cependant

de garantir I'identification de la mere pour chaales descendants. Immédiatement apres
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récolte, les merises étaient identifiées puis dans un récipient portatif refroidi a
I'azote liquide jusqu’au laboratoire.

Les embryons de descendants étaient ensuite extiaiieur noyau puis de leurs membranes
maternelles. Leurs ADNs étaient alors extrait pgénotypés a laide de 7 marqueurs
microsatellites identique au set utilisé pour léslges mais sans le marqueur UDP98-412. Les
descendants étaient sexuellement typés a I'aidenéeses marqueurs du locus du GSI.

A partir des génotypes obtenus, nous avons effam@éanalyse de recherche de paternité.
Pour ce faire, nous avons choisi d’attribuer leepétés de facon catégorique a l'aide d’'une
meéthode de recherche de paternité par maximumaigewnblance (Meagher 1986 ; Marshall
et al. 1998 ; Slateet al. 2000) et d'utiliser le logiciel CERVUS v2.0 (Maedhet al. 1998).
Cependant, le modéle implémenté dans CERVUS v2ringiede prendre en compte
uniqguement des marqueurs co-dominants a ségrégatenélienne. De ce fait, il exclut
I'utilisation de I'information fournie par le géngiage du locus du GSI. Or nous ne pouvions
ignorer cette information lors de I'analyse de paté. C’est pourquoi, suite a I'attribution de
paternité sur la base des 7 marqueurs microsagelhibus avons vérifié que les peres attribués
par CERVUS portaient l'allele S attendu. Une sectites résultats présente le bilan de

I'apport du locus du GSI dans 'analyse de patérnit

1). Analyses de dispersion du pollen efficace ettwe de péres efficaces par mére

A partir de I'analyse de paternité et des positiB%S, les distances minimales parcourues par
le pollen efficace ont été classifiées afin de aimer la propagation du pollen des merisiers
en conditions forestieres. Par ailleurs, afin dergifier la polygamie et ses variations
interindividuelles chez cette espéce, nous avol®iléale nombre de péres pollinisant de
facon efficace chacune des meéres récoltées. Paguch des meres, nous avons calculé un

nombre efficace de peré\().

1

Npyj

2 f
i=1

ou f? correspond a la fréquence de pollinisation du péser la mérej et N, le nombre de

N =

e

péres identifiés comme pollinisateurs efficacetadaére |
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2). Analyse des facteurs influencant potentielleniela composante méale des succes

reproducteur individuel

Pour quantifier les effets respectifs des carastiqties phénotypiques, de la propagation
asexueée et du GSI sur les succes reproducteurs uhédepéres de la population, nous avons
utilisé deux modeles de régression multiples.

Le premier a permis d’analyser l'influence respeztie la distance minimale séparant le pere

de la mere D,_,, ) et des fréquences alléliques du GSI dans la ptipal de parents
(FgAl) sur le succes de pollinisatiofgPOL, ) de chaque allels).

FQPOLe, = Dp_y, + FQAl g,

Le second a permis d’'analyser l'influence des daretiques phénotypiques intrinseques de
la mere et du pére ainsi que de la distance lem@épD,._,, ) sur le nombre de descendants
laissé par pere sur chague mesai¢cesPerEMere).

SuccésPereMére=D,_,, + nCP+nCM + HP + HM + DP + DM

ou nCP et nCM correspondent aux nombres respectifs de rametgegraat chez le pére et

chez le méreHP et HM a leurs hauteurdDP et DM a leur diameétre.

[1). FLORAISON, FRUCTIFICATION ET FLUX DE POLLEN EN POPULATION

Les 247 arbres adultes de la population de St-Gadmisont couverts massivement de fleurs
durant les deux années du suivi de floraison. Olaale ces deux années, ils ont été les
premiers arbres entomophiles a fleurir en foréstd&obain sur les parcelles étudiés. Tous les
arbres ont eu au moins une semaine commune deisiareavec des arbres d’autres

génotypes. Les arbres globalement fleurissent doiseméme si certains génotypes semblent

plus rapides que d’'autres a se couvrir de fleura stopper leur floraison.

A). Succes de fructification

Les deux années du suivi de floraison, au moisuitg fous les arbres présentaient une
fructification tres éparse et peu abondante. Hiuas, il nous semblait que certains arbres
fructifiaient plus que d’autres.

En 2004, les 21 arbres étudiés ont présenté enmrmey&180+435 fleurs par branche mais
seulement 39459 fruits deux mois plus tard (voinéxe 3, Table 1). La proportion de fleurs
transformée en fruits variait de 0 fruits pour Iigirs a 14 fruits pour 100 fleurs. Par ailleurs,

nous avons observé un petit nombre de merises gyrésentaient sous la forme d’un
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Table 5 :Influence des caractéristiques intrinséques dete{gpaines sur leur succes de
fructification.

R? ajusté=0,041, E15~ 1,1701, p<0,36873, Ecart-type de I'Estimation9815.

B Ecart-typef) tus) niveau p

OrdOrrig. -0,155 n.s.
Hauteur de I'arbre 0,462 0,280 1,649 n.s.
Diameétre du tronc de I'arbre -0,296 0,292 -1,013 n.s.
Nombre de ramets du genet

maternel -0,084 0,238 -0,353 n.s.
Fds,, 0,332 0,277 1,197 n.s.
Fas, 0,001 0,288 0,005 n.s.
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pédoncule reliant un noyau pas encore lignifiéséelsé et noirci présentant parfois encore
des restes de piéces florales pourrissantes. Casesi@’'ont bien entendu pas été prises en
compte dans le dénombrement des succes de fratitific

Le modele général des régressions multiples n‘admemé de résultats significatifs pour
toutes les tailles de voisinage considérées. Ceperlds tendances obtenus en « condition

naturelle » pour chaque parametre testé apporésntédultats aux questions posées.

1). Effets de la propagation asexuée sur la fruatétion

Le nombre de ramets produit par le genet materaedemble pas influencer les succes de
fructification (Table 5). Cependant, 97% des tailde voisinage montrent que lorsque la
proportion de ramets du genet d’'un arbre augmeates ¢on voisinage, son succes de

fructification tend a diminuer, parfois de facogrsficative (voir Annexe 3, Table 2).

2). Effets du GSI sur la fructification

Au niveau de la population globale, les fréquerdes alleles S des méres dans la population
totale ne semblent pas influencer leur succés detification (Table 5). Par ailleurs, le
nombre d’alleles compatibles disponible dans lesimaige ne semble pas clairement influer
sur le succés de fructification des arbres étughémexe 3, Table 2). Par contre, la distance
moyenne des alleles S compatibles parmi les vognible avoir une influence sur le succes
de fructification. Plus de 80% des tailles de vmgie considérées et tous les résultats
significatifs montrent que plus la distance moyemies alléles S compatibles augmente,
meilleur est le succés de fructification. Enfinyplde 60% des tailles de voisinage et tous les
résultats significatifs montrent que la fructificet semble meilleure lorsque la variance de la
distance séparant les arbres étudiés des allébesnBatibles disponibles parmi le voisinage

augmente.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence des eaféeta structure spatiale de la répartition de
'espece sur les succes de fructification. D’apress résultats (Annexe 3, Table 2),
'agrégation spatiale des merisiers favorise lgpprton de fleurs pollinisée aboutissant a la
formation d’'un fruit. De méme, lorsque la propomtide voisins de plus gros diameétre
augmente dans le voisinage d’'un arbre, sa fruatifio tend a étre meilleur. A linverse,
lorsque le nombre de voisins de plus grande tailigmente dans le voisinage d’un arbre, sa

capacité a produire des fruits a partir de sesdleand a étre plus faible.
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Table 6 :Résultats de I'analyse de paternité sur les désces 2002. Les résultats présentés
par mere regroupent le nombre de descendants égcalont 'ADN a été extrailNgraines
récoltéesy |€ nombre de descendants dont le génotype comgi@dnnu actuellemeNigsnotypés)

le nombre de péres intra-population identifiés canpullinisateurs de cette mé¥g et N, le
nombre efficace de péres en résultant.

NOII'nn é?ee la N(graines récoltées) N(génotypés) Np Nep
143p 35 14 8 6,53
146p 36 22 9 4,32
149p 57 20 15 11,76
156p 60 22 13 5,90
169p 37 19 14 11,65
176p 19 8 6 4,57
177p 27 12 10 8,00
206p 68 36 18 12,23
216p 60 24 12 9,00
240p 18 4 2 1,60
251p 24 8 4 3,56
256p 38 23 11 6,70
258p 31 12 10 5,88
266p 31 17 8 4,98
268p 28 23 11 6,53
277p 26 6 4 3,60
282p 31 14 9 5,44
289p 40 27 9 3,94
309p 29 17 9 5,67
322p 49 33 15 9,64
349p 35 23 12 8,97
363p 74 51 19 4,06
377p 67 39 15 6,42
384p 26 17 13 11,56

Moyenne 39,42 20,46 10,67 6,77

(xécart-type) (+16,37) (x11,05) (+4,26) (x2,97)
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Figure 8 :Apport du locus du GSI dans I'analyse de paternité
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" telles gue définies dans Oddou-Murataial. (2003).
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Figure 9 :Histogramme du nombre d’attributions de pateraitdorét de St-Gobain I'année 2002 en fonctionalle@sses de distance séparant le
pére de l'arbre meére (pallier de 20m). L’histograenbieu représente le nombre de croisements thé&mnignt possibles sans contrainte de
distance et proportionnels au nombre de descendardees.
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B). Succeés de paternité

1). Assignation de paternité

Les résultats des assignations de paternité paroaetde maximum de vraisemblance sont
synthétisés Table 6. Un pére unique identifié pakimum de vraisemblance et confirmé par
le locus du GSI a été trouvé pour 490 descendant84l. L'assignation de paternité a donc

permis d’identifier les peres de 53% des descesdatmeére en moyenne.

2). Apport du locus du GSI
L’'apport du locus du GSI est synthétisé Figure &ldcus du GSI modifie I'état de paternité

attribué uniqguement par microsatellites de 204 eledants sur 940 (21,7%). En tenant
compte du locus du GSI et du critére statistiquisé@tpar Cervus v2.0, 490 descendants ont
un pére unique attribué parmi la population cob886 d’apres les seul 7 microsatellites. 166
descendants ont plusieurs péres possibles conreaZ les seuls microsatellites et enfin,
285 descendants proviennent soit d’'un pere extersmit de gametes males porteurs
d’allele(s) e muté(s) provenant de males de la jadipm contre 150 identifiés par les 7

microsatellites.

3). Dispersion du pollen et polygamie

Au sein de la population de St-Gobain, le polldicate se disperse a une distance moyenne
de 116m avec un écart type de 145m (Figure 9).idtartte maximale de dispersion de pollen
observée sur la population est de prés de 694m. df¥¥descendants étudiés dont le pére a
été identifié dans la population ont un pére distenmoins de 61 métres de leur mere. 95%
ont un pere distant de moins de 485 meétres deniéve. Le nombre de croisements efficaces
observé diminue avec la distance. Jusque 140 monebre de croisements effectivement
observé est supérieur aux nombre de croisementsdak si ceux-ci n’était pas dépendants de
la distance. Au-dela de 140 m, le nombre de croésesnefficaces observés est plus petit que
le nombre de croisements espérés sans effet @mckéstOn remarque cependant I'occurrence
d’'un nombre de croisements efficaces non négligsabllongue distance. Enfin, un minimum
de 27,2% du pollen vient de I'extérieur des paeseditudiées, soit au dela de 771 metres.

On observe qu’en moyenne de 10,7 (+4,3) péresnisdinit une meére. Cela se traduit par 6,8
(x3,0) peres efficaces en moyenne par mere. Le noad peres observes par mere augmente

significativement lorsqu’on augmente le nombre dscgndants analysés par megeQ(i777,
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Table 7 :Influence de la distance moyenne de dispersioratieéle S (Bd) et des frequence
de l'allele S en tenant compt&dg, (AD ) du non Fqg (SD ) des répétitions de génotypes
dues a la propagation asexuée sur le succes daigailbn des alléle S.

R? ajusté=0,504, f14~9,1403, p<0,00289, Ecart-type de I'Estimation=R483

B Ecart-typef) ts) niveau p
OrdOrrig. 0,49390026 n.s.
Ed -0,03990725 0,20040729 -0,19913074 n.s.
Fag, (SD) 0,77079808  0,20040729  3,84615796 **

R? ajusté=0,443, k14~ 7,3651, p<0,00652, Ecart-type de I'Estimation383B.

B Ecart-typef) t(14) niveau p
OrdOrrig. 0,70835094 n.s.
Bd 0,04535841  0,20423437 0,22209001 n.s.
Fqg, (AD) 0,69638163  0,20423437  3,40971815 i

Table 8 :Influence des caractéristiques phénotypiquessgdques des arbres impliqués dans

la reproduction sexuée sur le nombre de descenldasgés par un pere sur chaque mere.

R? ajusté=0,108, F»455,3875, p<,00001, Ecart-type de I'Estimation=04#87

B Ecart-typef) toas) niveau p
OrdOrig. 1,897 *
Distanc@ere. mere -0,280 0,060 -4,705 ok
Nombre de ramets du genet paternel 0,195 0,060 23,24 rkx
Hauteur du pére -0,061 0,071 -0,860 n.s.
Diametre du tronc du pére 0,144 0,072 2,005 *
Nombre de ramets du genet maternel -0,074 0,064 -1,155 n.s.
Hauteur de la mére 0,002 0,072 0,034 n.s.
Diametre du tronc de la mére 0,049 0,076 0,644 n.s.
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P<10°). Par contre, le nombre de péres efficaces pae m&semble pas dépendre du nombre

de descendants analysés par mer®(869,P>0.076).

4). Effets de la propagation asexuée et du GSI| kupaternité

Les alléles S (N=10) dont les fréequences alléliggmst inférieures a la valeur attendue a
'équilibre (=1/17) sous les hypotheses de Wrigh®39) ne voient pas leur fréquence
augmenter plus que celles des alleles S (N=7) dofitquence allelique dans la population
de parents est supérieure a cette valeur d’éqai{Milcoxon-Mann-Whitney, W = 98.0, p =
0,4639).

D’aprés les résultats du premier modele de régregsiultiple (Table 7), un alléle S donné
laisse d’autant plus de descendants a la génématigante que sa fréquence allélique dans la
population de parents, calculées avec et sans dpstitions de génotypes liées au
drageonnage, était grande. Par contre, la distguneedoit parcourir un pollen porteur d’'un
allele S donné pour féconder une mere ne semblénflasr sur le nombre de descendants
que cet alléle S laissera dans la population.

Le second modele de régression multiple (Table &)tre que 'augmentation du nombre de
ramets par génotype paternel augmente significagve sa capacité a laisser plus
descendants par mere. Par ailleurs, le modéle mmgut plus un pére est proche d’'une mere,
plus il pollinisera de descendants sur cette ntenéin, plus le diameétre de tronc a 1,30m du

sol du pere est grand, plus il fécondera de desceaghar mere.
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Figure 10 :Comparaison du taux de transformation des flenrgiets chez le merisier avec
ceux observés chez des plantes auto-compatibl€s) (8t auto-incompatibles (S.l.). Les
données ont été obtenues a partir de I'étude dalder& Galetto (2003).
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V). DISCUSSION ET PERSPECTIVES

A). Effet des stratégies de reproduction sur latffigation

D’aprés nos résultats, les valeurs de fructificasont extrémement faibles chez le merisier.
lls semblent en effet investir un grand nombre ldar§ dans la reproduction sexuée pour
finalement ne produire gu’'un nombre restreint di¢dr Cependant, I'étude n’a été menée que
sur une année. Nous ne pouvons actuellement dicessivaleurs sont bien celles qu’on
pourrait observer habituellement dans cette pojumaEn effet, comme beaucoup d’arbres
(Herreraet al. 1998), les merisiers pourraient avoir un cycleejgoduction sexuée alternant
des années de fortes fructifications avec de mbimsnes. Comparées aux valeurs de
fructification précédemment publiées pour d’auteepéces d@runus nos valeurs peuvent
apparaitre comme tres faibles. Cependant, contmaine a ces espéeceB. (mahalebJordano
1993 ; P.virginiana Parciak 2002 ; Compangt al. 2005), P.avium possede un systeme
d’auto-incompatibilité pleinement fonctionnel : auc allele d’auto-compatibilité n'a été
observé dans notre population. Par ailleurs, a irdicatif, les valeurs de fructification des
merisiers de St-Gobain sont proches de celles vbsgmpar Morales & Galetto (2003) chez
une série d’espéces ligneuses a reproduction sexnddlée par un Sl (Figure 10).

A partir de ces données, nous nous sommes doncesst aux facteurs susceptibles
d’expliguer ces taux de fructification a la foiski@s pour 'ensemble de la population mais

aussi extrémement variables d’un individu a 'autre

1). Effets de la propagation asexuée sur la fruatidtion

Dans notre population et sur un évenement de reptmah, le nombre de ramets par genet

guelque soit leur position spatiale par rapporadte étudié ne semble pas affecter les succes
de fructification. Ce résultat est inattendu d’atitplus que d’aprés certains auteurs (voir les

exemples cités dans Bond & Midgley 2003) ont naté tendance de la part d’arbres se

propageant par voie asexuée a moins investir damgdduction de descendants par voie

sexuée. Par contre, le nombre de ramets du drggésants dans le voisinage semble affecter
le succeés de fructification. Ainsi la propagatia@e@iée diminuerait le succes de fructification

d'un arbre lorsque les ramets du méme genet séragnégés en taches compactes. Ce
résultat pourrait étre la mise en évidence d'ureteffe pollen limitation chez le merisier

généré par I'action conjointe de 'augmentationndimbre de croisements géitonogames liés
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a la propagation asexuée et du codt attribué &i@rgpgamie par le GSI. Le ramet d’un
méme genet situé sur le trajet d'un vecteur deepodigirait comme un filtre aux pollens
allogames. Celui-ci serait alors d’autant plus dlilpar du pollen géitonogame que le
pollinisateur aurait préalablement visité plus dmet du méme genet (De Joetgal 1993 ;
Routleyet al. 2004). Chez le merisier, la propagation asexuéatadonc un effet négatif sur
les succeés de fructification dont l'intensité dégeit de la structure spatiale des clones et du
nombre de congéneres différents poussant a praxinG@ependant, les génotypes qui
drageonnent peuvent se maintenir au cours de phgsigénérations d’arbres utilisant
uniqguement un mode de reproduction sexué (DesRedheieffers 2001; Bond & Midgley
2003). lls sont donc susceptibles de participedud p’évenements de reproduction et de
finalement produire en un temps plus long plus dscdndants par voie sexuée qu’un
génotype ne drageonnant pas. Ainsi, a une échelleemips supérieur a un évenement de
reproduction, le colt de la propagation asexuédesusucces de fructification pourrait étre

trés faible voire inexistant dans les populatioasreerisier.

2). Effets du GSI sur la fructification

Les fréquences alleliques des alléles S de la m&iemblent pas influencer leurs succes de
fructification individuels. De méme, le nombre d&ddés S compatibles disponibles dans le
voisinage ne semble pas influer sur les succesudtfication des merisiers étudiés. Ces deux
résultats convergeant argumentent en faveur dydi@f pour les individus étudiés, le nombre
de croisements compatibles disponibles a la reptamusexuée n’est pas un facteur limitant
la fructification. Nos résultats montrent une tamoa confirmer les prédictions discutées par
de précédents auteurs (voir par exemple Castriekevhans 2004 ; Wareg al. 2005) : avec

18 alléles S et malgré des fréquences variablé® pepulation de merisiers n’expérimente
pas de réduction des succes de fructification eoetment a ce qu’ont observé certains
auteurs dans des populations comportant seulement du trois types sexuels (voir par
exemple Reinartz & Les 1994 ; Keey al. 2003 ; Shibayama & Kadono 2003 ; Brgsal.
2004). Les alleles S compatibles semblent suffisantirmombreux et accessibles a la
composante femelle des arbres pour que nous nsignaespas observer I'effet de la sélection
fréquence-dépendante négative sur la fructification

Etonnamment, le modéle montre que la fructificatgmrait meilleure lorsque les alléles
compatibles se trouveraient plus éloignés de larturdiée. Ce résultatpriori paradoxal va

a I'encontre des attendus. Cependant, nous interé&e résultat comme un effet possible, a

tester, d’'une forte structuration génétique intogydation. Notre hypothese est que plus un
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individu serait éloigné d’'une meére, moins il luraeapparenté. On peut imaginer que plus un
allele compatible serait éloigné d’'une mere, phiblé serait la probabilité que le croisement
en résultant soit susceptible d’exprimer de la é&gion de consanguinité entre la fécondation
et le moment ou nous avons récolté les merise®pbritlamment de ces résultats, Des
modeles théoriqgues montrent que la reproductiorxugse et le GSI peuvent favoriser
'apparition et le maintien d'alleles délétéreséamt un fardeau génétique susceptible de
s’exprimer lors des croisements entre individusaapptés (voir Muirhead & Lande 1997 ;
Glémin et al. 2001). Pour tester cette interprétation, nous s\ymur perspective de réaliser
des auto-corrélations spatiales des ccefficientppdigentement disponibles dans le logiciel
Spagedi (par exemple lg; e Loiselleet al. 1995 ou I'estimateur de Hardy & Vekemans
1999) afin de caractériser la répartition spatédda parenté au sein de la population de St-
Gobain. Par ailleurs, ces estimateurs de I'appaneant entre individus nous permettront
d’identifier son effet spécifique sur la fructifiten en les intégrant le modele de

fructification.

Globalement, seule l'agrégation spatiale des iddivi apparentés pourrait avoir un effet
délétére sur la fructification. Ainsi, la propagetiasexuée diminuerait la proportion de fleurs
transformée en fruits probablement a cause d’uet eépollen limitationlié a la structure
spatiale inhérente au fait de drageonner et audm{# géitonogamie appliqué par le GSI.

B). Effet des stratégies de reproduction sur latffication

1). Apport du GSI dans 'analyse de parenté

De par sa diversité allelique et son fonctionnemienfiocus du GSI apporte une quantité non
négligeable d’'informations qui, prises en comptedifient les conclusions de paternité pour
203 descendants sur 941 (21.6%). L'augmentatiopadwvoir d’exclusion lié a I'ajout de ce
marqueur permet premierement de mettre en évidemdleix de gene externe a la population
(erreur de type Ib : on attribue un pére de I'étiflan a un descendant alors que son peére réel
se trouve a l'extérieur de celle-ci), deuxiememeiat,diminuer les erreurs de type Il (non
attribution d’'un pére a un descendant a la conéiastatistique choisie alors que le pére est
dans I'’échantillon) en attribuant un pére uniquéOadescendants et enfin troisiemement, de
modifier I'attribution statistique d’'un pere a uestendants (erreur sous-jacente de type la:
attribution statistique d’'un pere a un descenddatsaque son vrai pére est parmi la

population voir Oddou-Muratoriet al. 2003). Cette diminution apparente des erreurypuie t
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Il et la peut néanmoins s’accompagner de la hadsserreurs de type Ib. Seul le calcul d’'un
pouvoir d’exclusion qui tiendrait compte de I'infoation fournie par le locus du GSI nous
permettrait de quantifier rigoureusement I'appatce locus dans I'analyse de paternité telle

gue nous l'avons réalisée.

Par ailleurs, la méthode utilisée pour prendre@npte le locus du GSI dans les assignations
de paternité n’est pas rigoureuse puisque qu’'éitdegre pas la puissance de ce marqueur
dans le critere de décision statistique. De fansdun certain nombre de cas ou plusieurs
génotypes ont été identifie comme peres potenfralgiti-paternité), le marqueur du GSI
rejette le péere identifié comme le plus probab85% uniquement a I'aide des microsatellites
et désigne comme unique pére possible un des peéietgs par le critere statistique. La
méthode utilisée n’est donc pas « propre » statisthent. Au vu de ces résultats, nous avons
donc développé un modele intégrant I'information ae locus au critere statistique de
décision A. Le LOD-score assigné a chaque pere prend alorsoempte la probabilité
mendélienne que celui-ci soit le pére d'aprés dinfation des marqueurs codominants
multipliés par la probabilité de compatibilité péneére écrit sous la forme d’un modéle de
croisement.

PO /M,.R)
2. PO /M F)

ou la vraisemblance qu’un arbresbkit le pere du descendant O tient compte de lbatibte

LO(FJ): I:)(Osi /Msi ’Fsi)* |_|

de la formation du descendantRyOsi/ Msi,  Fsipnnaissant les types sexuels de la mére M

et du pére potentiel;fet de la probabilité mendélienne que l'arbseséit le pére de O pour
chaque locus K connaissant le génotype get He M. Un LOD-Score (logarithme népérien
de la vraisemblance) est ainsi assigné a chaque p#suite, par simulation, des seuils
statistiques sont identifiés de facon a définpllzs petite différence de LOD-score nécessaire
pour désigner un pére comme étant le plus prolzablee confiance de %. L'algorithme de

ce modele a été programmeé sous la forme d'un lelgicinterface graphique. Il reprend la
meéthode d’assignation de paternité par maximum rdésemblance en utilisant le critére
statistiqgueA correspondant a la différence de LOD-score emtigele le plus probable (donc
de plus fort LOD-score positif) et le deuxieme plerelus probable de LOD-score positif tout
en intégrant au besoin les probabilités de croisgsnentre individus.

Les premiers résultats montrent que le modele daoeserésultats identiques a Cervus v2.0

lorsque aucun locus d’auto-incompatibilité n’estspen compte. Cependant, nous devons
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encore écrire la quantification de l'apport d’um liecus sur les pouvoirs d’exclusion. Par
ailleurs, un série de test sera étre menée afinédéier la validité du modele. Enfin, des
discussions en cours pourraient aboutir a 'amétion du modéle et maximiser I'utilisation

de I'information apportée par ce locus fortemestdminant.

2). Dispersion du pollen et polyandrie

Le nombre de peres efficaces par mére est presuefdis plus petit que le nombre de péres
observés par mére. En moyenne, les meres étudiéawisent donc préférentiellement avec
certains males. Cependant, la variance des sitisatiet forte. Certaines meres semblent se
croiser préférentiellement avec un faible nombrepées (exemple : I'arbre 363p) alors que
d’autres semblent se croiser de facon presqueattgiavec les individus qui les pollinisent
(exemple : I'arbre 384p). Si la majorité du pollefiicace se disperse a moins de quelques
centaines de metres des arbres, les évenementdlidesation efficace a plus longue distance
restent tout de méme non négligeables. La populat&®St-Gobain (22ha) se situe dans une
vallée, en bordure Nord-Est d’'un massif forestiendu (6000ha, Figure 3). Cette situation
particuliere pourrait avoir une influence négatiser la reproduction sexuée et les flux
pollinique en particulier sur la présence et lemportements de fourragements du cortege des
pollinisateurs.

Le nombre moyen de péres efficaces par mére esh@rde ceux trouvés chez d’autres
arbres entomophiles disséminéscus sp.(de 2,8 a 10,5 Greefét al. 2001) etSorbus
torminalis (4,6 et 6,1 Oddou-Muratorio 2002). Ces arbres gm&nt une différenciation
génétique marquée au regard du critere de Wright>(F05), ont un nombre de peéres
efficaces modéré voire petit et des pourcentagespalrition pollinique provenant de
l'extérieur des parcelles étudiées plutbt modérénddse & Sork 2004). Malgré une
distribution disséminée, ces espéces allogamest@mnephiles présentent des évenements de
pollinisation a longue distance (Waed al. 2005). Le merisier présente donc un niveau de
structuration génétique entre populations moyenis mphus élevé que ceux observés chez

d’autres especes forestieres allogames comme e clggpin maritime ou le fréne.

3). Effets de la propagation asexuée et du GSI| kupaternité

Une autre année de reproduction sexuée est en d@nalyse et servira de réplication aux
analyses de paternité menées sur la génératiorageg produites en 2002.
D’aprés nos résultats sur une année de reprodugtien considérant les fréquences alleliques

du GSI sur I'ensemble de la population, nous nganstpas en évidence d’effet visible de la
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sélection fréequence-dépendante négative. Outr@nebre restreint de descendants analysés
par rapport a la production annuelle de grainela@m®pulation, il se pourrait que I'échelle a
laguelle nous avons regardé les fréquences aledigies alléles du GSI soit différente de
I'échelle a laquelle s’applique la sélection frégee-dépendante négative.

Du fait de la structuration spatiale de 'apparerat, les alléles S rares pourraient avoir un
succes de paternité meilleur a courte distance aofnpux arbres porteurs d'alléles S
fréquents. A plus longue distance, I'apparentemdiminuant et le nombre d’individu
compatible augmentant, la limitation du nombre ddagnaires compatibles due a la sélection
fréequence dépendante serait par contre atténuéee ldes influence majeur qui ressort de nos
résultats est I'effet de la distance. Nous avons perspective d’utiliser un modéle statistique
non linéaire pour analyser conjointement la dispargollinique et I'hétérogénéité de la
fécondité de groupes d’individus possédant des ctéatiques phénotypiques ou
environnementales communes (modele publié dans Widwatorioet al. 2005).

Par ailleurs, le fait que ce soient les alléles & Iplus fréquents qui laissent
proportionnellement plus de descendants a la géorauivante semble indiquer que la
sélection fréquence-dépendante négative n’est p#fisssnment contraignante dans la
population de St-Gobain pour constituer un factioitant qui dirigerait la transmission de la
diversité allelique parentale a la génération suteaGlobalement, le nombre de croisements
compatibles accessibles aux individus étudiésugsamment grand pour ne pas conférer un
avantage aux individus porteur d’alléles S rares.

Par contre, plus un génotype a de représentamteei{sa dans la population, plus il pollinise
de descendants par mere. Ce résultat met en éeidpre le systeme de croisement et la
structure spatiale des merisiers en forét de Sta(otavorise le succes de reproduction de la
composante male des génotypes produisant le plpelt.

De méme, lorsque la distance entre un merisier Anemerisier B diminue, le pollen du
merisier A a moins de chance d'étre dilué dansallep récolté sur des merisiers tierces que
le vecteur aurait visité sur le trajet entre A etAnsi, la charge de pollen déposée par un
vecteur sur le style d’'une mére contiendrait d’attalus de pollen d’'un méle donné que
celui-ci en serait proche. Ce résultat confirmergitie les insectes en conditions forestieres
visiteraient les merisiers de facon séquentiellg@itant préférentiellement un merisier pour
ses plus proches voisins (Osborne & Williams 2001).

Enfin, le fait que les individus de plus gros diares fécondent plus de descendants par mére
peut s’expliquer par deux interprétations convergenD’une part, les individus de gros

diamétre pourraient produire une plus grande gqiéadg gameétes males que les individus de
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moindre diametre, soit parce qu’ils comporteraights de fleurs dans leur houppier, soit
parce qu’ils auraient la possibilité d’allouer plde ressources dans la production de ces
gametes par fleurs. D’autre part, ces individusai@mt une meilleure visibilité ou une
meilleure attraction pour les vecteurs que leursgéoaéres moins gros. lls seraient donc
visités par plus de pollinisateurs qui par consétjegporteraient en plus grande quantité leur
pollen.

Nos résultats vont a I'encontre des prédictionis&a par Klinkhamer & De Jong (1997). En
effet, ils prédisent que chez les plantes plus émotype est petits, plus la composante male
de son succés reproducteur devrait étre avantdljéez les merisiers, nous observons la
tendance inverse : comme la géitonogam@lén discountinggne semble ne pas étre un effet
limitant la reproduction sexuée, un génotype qunaente sa production de fleurs et/ou qui
ameéliore sa visibilité/attraction des vecteurs aegi@ sa participation a la création de la

génération suivante.

V). LE SUCCES? 1L EST FONCTION DES MODES

Pour conclure, les participations individuelles desrisiers a la création des générations
suivantes sont inégales. Les systémes de reproduatiiés a une répartition spatiale qui
apparait fortement structurée semblent favorisecclirrence de croisements préférentiels
réalisés le plus souvent entre individus spatiaténproches. Cependant, une partie plus
faible mais non négligeable des descendants est s croisements a plus longue distance.
La prochaine étape du travail consisterait a évadlileexiste un avantage de germination ou
de survie favorisant les descendants issus deecneists a plus longues distances et donc
priori réalisés entre géniteurs moins apparentés. Cailtiermettrait d’estimer I'éventuelle
présence d'un fardeau génétique, théoriquement lelmemt favorisé par le GSI et la
reproduction asexuée (Muirhead & Lande 1997 ; G¥éeti al. 2001). Nous avons pour
perspective d’apporter un premier élément de répa@ms réalisant une analyse de parenté
(recherche conjointe du couple pere-mére) suriésvéniles déja prélevés (voir Chapitre 1)
qui permettrait d’estimer plus finement commentdi@ersité génétique du merisier se
transmet d’'une génération a l'autre.

La participation des arbres a la création de laég@ion suivante ne semble pas étre
influencée par la disponibilité des alléles S cotilypes. En effet, a I'échelle de la population,

ceux-ci semblent suffisamment nombreux a St-Golpminr ne pas constituer un facteur
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limitant régissant la création de la génératiorvamnie. A l'inverse, la propagation asexuée
semble influer sur les capacités individuelles gésotypes a participer a la création de la
génération suivante. Méme si le nombre de rametgget n'influe pas sur la composante
femelle du succes de reproduction des génotypescqdre, il favorise la capacité d’un
génotype a féconder d’autres arbres. Par conséglaeméproduction asexuée favorise la
participation des génotypes a la création de leéigdion suivante en tant que male. Par
ailleurs, nous avons mis en évidence un effetpdien limitation lorsque un génotype
augmente le nombre de ramets du méme genet danpisorage. Cette diminution du succés
reproducteur est probablement imputable a I'augatiemt de la dilution du pollen allogame
par le pollen géitonogame lorsque la densité lodalfleurs d’'un méme génotype augmente.
L’'agrégation des ramets d’'un méme genet a dondfahregatif sur la composante femelle
du succeés de reproduction des merisiers.

Pourtant, I'agrégation des génotypes dans l'esgawerise la capacité des merisiers a
produire des descendants en tant que male et fenbal plus, la plupart des croisements se
font entre individus spatialement proches. Cettaatéristique est probablement imputable a
la quantité et aux comportements de fourragemenedpéces pollinisantes présentes en forét
de St-Gobain. Cependant, la « queue lourde » dmuabe de dispersion du pollen et la
guantité modérée mais non négligeable de pollemepant de plus de 771m montrent que les
vecteurs permettent I'occurrence de croisement@uie distance. Le fait que les arbres les
plus agrégés ou de plus grands diameétres aientmaibeure capacité a produire des
descendants souligne l'importance pour les indwidie cette espece entomophile d'étre
visible et attractif pour ses vecteurs. Par aideuda population de merisiers de St-Gobain
produit un grand nombre de fleurs qui ne donneralément que peu de fruits. La faiblesse
des taux de fructification et le fait que nos réssl témoignent de l'existence d’une
compétition inter-individuelle pour détourner leajéctoires des pollinisateurs argumentent
en faveur d’'un manque de pollinisateur. Au vu decdurrence non négligeable de
pollinisations & «longue » distance (queue de edg@pn pollinique de type lourde), il
semblerait que les especes fourrageant sur desncést égales ou supérieures a celles
séparant les merisiers étudiés soient présentesé&rde St-Gobain. Cependant, ce cortege de
pollinisateurs n’'est peut étre pas quantitativemarffisamment abondant. Un relevé des
especes d'insectes pollinisateurs présentes au matada floraison des merisiers permettrait
d'une part de déterminer les espéces participaxtcattéges de vecteurs et d’autre part de
guantifier leur abondance afin de discuter de laxesgté d'actions favorisant leur

développement. Dans cette optique, nous avonste#fates relevés hebdomadaires a l'aide
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Table 9: Etude préliminaire de l'abondance et la préseneepdllinisateurs dans les
merisiers. Relevés de pieges a insectes en foet ptaine durant leur période de floraison
printemps 2003.

a). En forét de St-Gobain. 1 : piege dans un negrae pleine forét. 2 : piege dans un merisier
de lisiéere.

Coléoptéres

N° du piege  Hyménoptéres Diptéres Coléopteres (- de 1 mm) Autres
08/04/03 : 2 " ] M :
16/04/03 % g nomkzageuses 112 41516 24
20403 10 r 27 63 5
sooaos ] A T

b). En plaine dans un verger de merisiers, Nogen¥srnisson (45), domaine des Barres.
Chaque piége (de 1 a 8) était posé dans un medifi@rent.

Coléoptéres

N° du piege  Hyménopteres Diptéres Coléoptéres(_ de 1 mm) Autres
1 20 19 - 39 1
3 24 22 - 73 9
4 17 13 - 43 3
03/04/03 5 22 8 - 67 14
6 22 8 - 29 9
7 19 10 - 74 5
8 6 7 - 22 4
1 13 58 - 3 2
2 42 34 - 6 2
3 30 89 1 7 11
12/04/03 4 49 24 - 9 1
5 55 39 - 4 3
6 34 38 - 3 5
8 14 47 - 7 -

Figures & Tables, These de Solenn Stoeckel, Cemagref-ERESE, Avril 2006. 18



de seau-pieges contenant une solution détergentmservante perchés dans 2 merisiers, I'un
en lisiere de bois l'autre au cceur de la forét.deaicis de comparaison, nous avons placé les
mémes seau-pieges la méme année dans un vergerider situé en clairiere. Les premiers
résultats montrent une présence bien moindre deséHgpteres en forét (Table 9). Or ces
insectes sont considérés pour étre les principalliisateurs de®runusassurant a la fois la
dispersion du pollen sur de longues distances ¢espeociales de type abeilles domestiques
ou bourdons) mais aussi un flux de pollen massifplds courtes distances grace
principalement aux especes solitaires (Pesson &e¢aux 1984 ; Jordano 1993). La nécessité
d’'une meilleure compréhension des facteurs inflaahta présence, le maintien et la mobilité
des vecteurs ainsi que leurs interactions aveedpgces végétales entomophiles forestiéres
montre que la conservation efficace d’une espésseppar une compréhension intégrative de

son fonctionnement.

Nos résultats permettent de mieux appréhenderretitmnement présent de cette espece.
L’analyse des modalités de la transmission desarslté génétique d’'une génération a l'autre
permet d'imaginer son évolution a court et moyemee Cependant, la conservation efficace
des ressources génétiques de cette espéce et Ulmimesstimation de son évolution dans

les temps a venir nécessiteraient non seulemeotutiauler le méme type de données (état de
la diversité génétique, fonctionnement et varigbildu systéme de reproduction et

transmission d’'une génération a l'autre) sur urs @tand nombre de populations mais aussi
d’acquérir des données sur sa diversité génétigleetonnée et sur ses interactions avec son

environnement et les principales espéces compesardcosysteme.
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Chapitre Il

Les générations futures aiment les arbres. Proté&ges. :0)



CHAPITRE Ill : DISCUSSION GENERALE. INTERET DE NOS
RESULTATS DANS LE CADRE DE LA CONSERVATION ET DE LA

GESTION DES RESSOURCES GENETIQUES DEPRUNUS AVIUM L.

Les résultats présentés et discutés dans les deoxgrs chapitres et dans les annexes nous
ont permis de tester certaines hypothéses évatutiwacernant les systemes de reproduction
a GSI et/ou a reproduction asexuée. Les travaukate présentés dans ce manuscrit avaient
initialement pour but de guider les travaux de lambhission Technique des Ressources

Génétigues Forestieres dans la mise en place d@seau de conservation des ressources
génétiques derunus aviunl. Nous nous attachons donc dans cette derniétie pamontrer

en quoi notre étude peut servir a donner des re@mdations pratiques en terme de mise en

place du réseau de conservation et de la gestiaramt® des ressources génétiques de

I'espéece.

[). DIVERSITE ET STRUCTURATION INTER -POPULATIONS CHEZ UNE ESPECE A Sl

ET DRAGEONNAGE

Du point de vue fondamental, connaitre quels sestdffets des différents systémes de
reproduction sur les valeurs de différenciatiomainet inter-populationnelle permet de mieux
comprendre comment fonctionnent et évoluent lesuladpns d’espéces a systemes de
reproduction mixtes (Butlin 2003 ; Richards 2008 particulier, Hamriclet al. (1992) et
Hamrick et Godt (1996) ont montré que les poputetid’arbres forestiers présentent de hauts
niveaux de diversité intra-population et de faibddgeaux de structuration inter-populations.
lls expliquent ces observations expérimentaledepéait que les espéces forestiéres ont pour
la grande majorité des aires de répartition coesnaes systémes de reproduction allogames
stricts et des graines largement dispersées. Ats @une tres récente étude comparative de
la structure génétique chez les plantes, DumirdD@ a montré que, parmi les différents
parameétres regardés par Hamrick, seul le systemeepi®duction demeure significatif
lorsque l'on tient compte des relations phylogépéts entre espéeces et lorsque l'on tient
compte des corrélations entre caractéristiquesodiiqplies. Globalement, les especes qui
pratiquent I'allogamie ont une tendance a afficties niveaux de différenciation génétiques
moindres que des espéces présentant des tauxgdialies plus faibles (Slatkin, 1985 ; Ferrer
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et al. 2004). Notre chapitre 1, qui s’est focalisé simpact du systeme de reproduction de
'espéce sur les caractéristiques de structurag@métique de I'espéce, nous semble donc
pertinent au regard des récentes conclusions derili2006).

A une échelle intra-populationnelle, nos résultatsitrent que lorsque I'on tient compte des
répétitions de génotypes dues au drageonnageofadgbons de merisiers présentent des
exces d’hétérozygotes. Par ailleurs, le GSI sembleainer les croisements alléliques de loci
neutres physiquement situés dans sa proximitééer ctes exces d’hétérozygotes. En petite
population, le fonctionnement du GSI influencerkit totalité du génome de I'espéce,
entrainant I'observation dE;s négatifs a des loci neutres non liés au GSI (Giéatial,
2001 ; Balloux 2004). Globalement, le systeme gwaduction dePrunus aviumL. tend a
favoriser le maintien, voire I'exces, d’hétérozygmtians les populations.

A I'échelle des populations, ces deux systemesededuction ont des effets divergents : la
propagation asexuée sous forme de drageonnageatewtroitre la différenciation inter-
populations. Les drageons de populations difféeep@tent préférentiellement des alléles
différents soit par hasard soit par un effet d&imement d’'une sélection endémique sur un ou
des loci proches. De fait, les fréquences allébgaetre populations divergent et I'espéce
devient plus différenciée entre populations qu'ain s'une méme population.

A linverse, le GSI présente une structuration giéuné faible entre populations témoignant
de I'existence d’'une migration efficace plus élegée celle estimée aux loci neutres non liés.
Cette faible différenciation peut étre attribuéenaade de croisements imposé aux alleles de
ce locus sous sélection balancée. Ainsi, le GSborfagrait la migration des génotypes des
migrants et leur maintien dans les populations alad en limitant les effets de dérive.
Cependant, seul un locus neutre physiqguement Iiéblge entrainé par son mode de
fonctionnement. A 1cM, ce microsatellite présente structuration tres faible, proche de

celle observée au locus du GSI.

Du point de vue appliqué, connaitre les niveauxstlecturation est indispensable pour la
mise en place des réseaux de conservation. Learsale différenciation entre populations
doivent orienter les choix stratégiques de la neseplace des réseaux de conservation
puisqu’elles détermineront quantitativement et gatwement la variabilité échantillonnée
par le réseau et de son maintien au cours des a@mér (voir Annexe 4). Dans le cas de
populations fortement différenciées, le choix depylations a intégrer au réseau nécessitera
une connaissance approfondie des valeurs et deulctuisation de cette différenciation sur

'ensemble de I'aire de répartition de I'espécer. &bleurs, il est fort probable que ce réseau
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de conservation doive prendre en compte un plusdgn@mbre de populations. A l'inverse,
dans le cas d'une espece faiblement différencidee ggopulations, on peut penser qu’un
échantillonnage aléatoire de peu de populationsraibsuffire a englober efficacement une
grande partie de la variabilité génétique de I'esp€ependant, d’aprés Moritz (1999 ; 2002),
la conservation d’'une espece se doit avant touprdéger des processus écologiques et
génétiques plutdt que des spécificités phénotygique génétiques qui sont eux-mémes des
produits de ces processus. La conservation dedwait s’attacher a protéger des populations
évoluant indépendamment les unes des autres demsistemps significatifs (concept
d’Evolutionarily Significant Units, ESU).

D’aprés nos résultats, les populations de merigeésentent un niveau de structuration
moyen (Annexe 4). Leur différenciation inter-deness plus élevée que ce qui a été observé
chez la plupart des espéces forestieres allogaroesne le chéne ou le pin maritime. Or au
niveau francais, nous ne disposons de donnéesugempulations (voir Annexe 4), ce qui,
compte tenu de la différenciation des populatiores,permet pas de couvrir la répartition
francaise du merisier. La prise en compte de lardité génétique a I'échelle de la France
nécessite que noOs connaissances tiennent comptecal@saintes environnementales
(géographiques, biotiques ou abiotiques) suscegtibtl'influer sur les valeurs de
structuration. De fait, définir le nombre et I'id#é des populations qui devraient rejoindre un
réseau de conservation nécessiterait que des &udpEmentaires s’'attachent a caractériser
la valeur et la variance de cette structuratiogiajue sa répartition géographique.

L'utilisation d’autres méthodes d’analyses commeu&ure, Partition ou Baps (Pritchard et
al. 2000 ; Dawson & Belkhir 2001 ; Corandsral. 2003) permettrait d’identifier le nombre
de clusters différenciés pouvant servir de basenaéseau de conservation. Parmi ces
meéthodes, celle de Dupanlowgt al. (2002) semble particulierement indiquée pour la
conservation des ressources génétiques car elhel e compte les situations spatiales des
populations ce qui permet de localiser les bamienex flux de d’'alléles entre des groupes
prédéfinis (unité de managements MU) (Pearse & @ah@004).

Enfin, la limite de notre étude est que nos travaexsont focalisés principalement sur
limpact de la propagation asexuée et du GSI sdlilarsité génétique neutre de I'espece, sa
structuration et son évolution. Cette diversitéaigue neutre ne représente qu’'une partie du
polymorphisme génétique global d’'une espéce. $aicer auteurs montrent que la variabilité
phénotypique peut étre corrélée a la diversité gRe&rankham 2001 ; Navarmet al. 2005),
d’autre études montrent que la variabilité aday¢ati’est pas forcément assimilable ou

déductible de ce qu'on peut observer au niveawdenleutres (Merila et Crnokrak 2001 ;
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McKay & Latta 2002). Etant donné I'importance deviariabilité phénotypique, principale
ressource exploitée par 'lHomme chez une espegaydit nécessaire d’envisager d’estimer
celle-ci a I'échelle de la France et de connai&reépartition, comment elle y évolue dans

'espace et le temps.

I1). FAIRE LE CLONE : UNE STRATEGIE RISQUEE POUR LE MERISIER ?

L’identification de l'impact de la reproduction asee sur la reproduction sexuée est
importante d’'un point de vue évolutif. D’'aprés leoadeéle théorique de Peck & Waxman
(2000), lorsque une population effectue peu de mbdoaisons et se reproduit
majoritairement par voie asexuée, un effet évollgifuite en avant peut la conduire a perdre
completement la capacité génétique de produireldesendants par voie sexuée en favorisant
'accumulation d’alléles déléteres et en rendastdeénements de recombinaison infertiles
(Richards 2003). Chez certaines especes, le faibdwiner une propagation asexuée a une
reproduction sexuée contrdolée par un systéme diagtmpatibilité semble diminuer
I'efficacité de la reproduction sexuée a produies descendants a un point tel que certaines
populations ne semblent plus se reproduire quevper asexuée (Aspinwall & Chrisitan
1992 ; Dorken & Eckert 2001 ; Warg al. 2005).

Du fait de leur caractere stationnaire, la propagaasexuée de type repousseruting
chez les plantes sous-entend une agrégation loesleramets d’'un méme genet. Si cette
configuration spatiale peut étre bénéfique a umpeas disséminée entomophile comme le
merisier en augmentant le flux de vecteurs (effi¢eAvoir Annexe 2), elle peut aussi étre
synonyme d’une forte augmentation des transfepalien géitonogames au sein d’'un méme
genet (Klinkhammer & De Jong 1997). Chez une esp&ite-incompatible, la production et
le transport de pollen géitonogame est infertileagh. Par conséquent, on s’attend a ce que la
propagation asexuée favorise les phénoméngsotlen discountinget depollen limitation
comme cela a été précédemment observé chez desssminbinant propagation asexuée et
systeme d’auto-incompatibilité (Aspinwall & Chrisit 1992 ; Dorken & Eckert 2001 ; Wang
et al. 2005).

Chez les merisiers, nos résultats montrent quadgednnage ne semble pas handicaper la
capacité d'un génotype a produire des fruits pdlingation. Par contre, la propagation
asexuée semble diminuer le taux de fructificati@s denets drageonnant lorsque ceux-Ci
comportent peu de génotypes différents dans leisinage. Chez cette espéce, nos résultats

semblent indiquer que ce ne soit pas la propaga&®xuée qui constitue un frein a la
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reproduction sexuée mais la répartition des dragyéans I'espace. Par ailleurs, les génotypes
qui drageonnent améliorent leur succés reproduaautant que males. En produisant une
plus grande quantité de pollen, ils constituent slmsrces de pollen efficace au sein d’'une
population. Par conséquent, tant du point de vueadeomposante femelle que de la
composante male, nos résultats suggerent que radegion asexuée peut étre « profitable »
aux succes reproducteurs a partir du moment ouépertition spatiale des taches de
drageonnage leur permet d’entrer en interactioc des génotypes différents.

D’aprés ces constatations et dans I'état actuelageconnaissances, nous serions tentés de
recommander aux gestionnaires de favoriser I'agi@yapatiale des génotypes de merisier
en forét puisque celle-ci augmente la proportiorfleers transformée en fruits (effet Allee
local). Cependant, il est nécessaire d’éviter quelques génotypes ne se propagent
massivement par voie asexuée au sein de ces t@@msionné que cela réduirait I'efficience
du peuplement a produire des graines et pourraiitaba plus long terme a I'abandon de la
reproduction sexuée (Peck & Waxman 2000). Cependasgt important de ne pas éliminer
la capacité de I'espéce a se propager par voieuésex 'effet Allee local créé par une
propagation asexuée est probablement nécessaites@ede pour pouvoir coloniser de
nouveaux environnements. La propagation asexuét s un moyen efficace pour des
individus en fondation de peuplement d’attendregiVée d’autres génotypes en se maintenant
dans le temps et de pouvoir augmenter leur viggbilis a vis de leur pollinisateurs afin de les
détourner de leurs anciennes trajectoires et diasisurer I'arrivée de pollen allogame. De
plus, dans le cas ou ce caractére possederaittarmildéisme génétique, contre sélectionner
définitivement ce caractere au risque qu'il disgs® de la diversité génétique et des
possibilités phénotypiques de I'espéce serait agmtrau principe de précaution qui est a
I'origine méme de l'instauration d’un réseau desmmation des ressources génétiques d’'une

espece.

11). METTONS NOUS ALLO-GAME ?

Du point de vue fondamental, le fonctionnement @l facilite la migration efficace d’alleles

S entre populations et limite les effets de déévee locus d’autant plus efficacement que la
population est petite. Cette mobilité constitueamantage certain chez une espéce disséminée
et, bien que nos résultats argumentent contre ¢sg@thése, le locus du GSI pourrait
globalement ceuvrer a entrainer le mobilité de Eemse des alleles du génome comme

semble le penser certains auteurs (Kercher & Coh8@6 ; Ferreet al. 2004 ; Lukaset al.
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2004). Avec 10 a 19 alleles S par population, thsle que le GSI ne soit pas un facteur
limitant la reproduction sexuée de I'espéce. Sa @lait été le cas, nous aurions observé un
effet fort de la sélection fréquence-dépendanteatid® sur les succés reproducteurs
individuels. Le faible taux de fructification tro@ivchez cette espece semblerait plutot
imputable a un manque de pollinisateurs. Cependaitet fort de la distance pourrait
masquer l'effet plus faible du GSIl.€. pas d’avantage aux alléles rares) sur les succes
reproducteurs. Nous avons pour perspective d'atilidautres méthodes comme celle de
Oddouet al. (2005) pour identifier avec plus de puissanceffiet @otentiel du GSI d’autres
méthodes.

Par ailleurs, le GSI de part son fonctionnement feroriser le maintien d’alléles délétéres a
des loci liés. L'expression de la dépression desanguinité associée pourrait expliquer les
faibles taux de fructifications observés chez ceesmespeces et pourrait expliquer le maintien
du GSI chez le merisier alors que cette especespogsuvent en petites populations

moyennement isolées (Glénehal. 2001).

En attendant des études plus approfondies et cammiede ces €léments, nous serions tentés
de recommander aux gestionnaires de préférentiefiefavoriser le maintien du merisier en
populations de taille suffisamment importante eivier que des populations soient isolées
des autres pour limiter I'occurrence des croisemestre individus consanguins. Une
surveillance réguliere par génotypage des allelede$ populations devrait permettre de
vérifier que les populations retenues dans le tésieaconservatiom situ maintiennent un
nombre suffisant d’alleles S, comme cela sembler ginstant étre le cas dans les 3
populations étudiées, pour que le GSI ne deviemseup facteur limitant de la reproduction

sexuée.

V). DE L'IMPORTANCE DE CONSERVER L 'ESPECE, MAIS AUSSI LES VECTEURS

BIOLOGIQUES DE SA REPRODUCTION

Au cours de ce manuscrit, nous avons vu l'impoeami@ considérer le systeme de
reproduction comme facteur prépondérant dans lfexfibn du niveau de structuration et les
flux de genes intra- et entre populations. Cependavoriser la reproduction sexuée chez une
espeéce entomophile nécessite que lI'on s’intéressesapollinisateurs. En tant qu’agents
médiateurs des flux de geénes, ils constituent wassmpn de sélection suffisante pour influer
sur les processus évolutifs des plantes quilsmséint (Kearnst al. 1998). De nombreuses
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études rapportent que le nombre et les espécesedibs pollinisateurs tendent a décliner
dans les écosystemes européens, probablement dactivités humaines (Goulsost al.
2005). Des auteurs plus sceptiques a propos desctmpéels de ce déclin généralisé sur la
capacité des plantes cultivées a produire desegaant pourtant d’accord pour dire que cette
diminution de 'abondance des pollinisateurs pdemaavoir un impact significatif chez les
especes poussant dans des écosystemes fragmearassamivités humaines (Ghazoul 2005).
La destruction d’habitats semi naturels et les fiations de la gestion des écosystémes
modifieraient parfois drastiguement la compositbia quantité d’'insectes dans les cortéges
des pollinisateurs (Kearret al. 1998). Chez les Prunus, a la suite d’'une syntti&sedes qui
ont montré que le renforcement local en Hyménoptaaagmente significativement la
quantité de fleurs pollinisé en fruits, Pesson &@aux (1984) proposent aux arboriculteurs
de Prunus de renforcer leurs vergers en bourdongrowbeilles. La conservation des
ressources génétiques des populations forestiéremedisier pourrait nécessiter la mise en
place d’études intégratives prenant en compteelesions interspécifiques, la démographie et
la diversité génétique des espéces vivant danssiésteme des merisiers. D’autre études
arrivent actuellement au méme constat : malgréalemcées de nos connaissances sur le
fonctionnement génétique des populations chez debreuses especes lorsqu’elles sont
prises une a une, nous avons peu d’idées sur les que peuvent jouer les interactions
croisées entre les diversités génétiqgue spécifigless especes d'une méme communauté
écologique sur les processus évolutifs (Neuhagtsat. 2003 ; Bangeret al. 2005 ; Johnson

et al. 2006). Une nouvelle discipline en train d’émergeurrait apporter des réponses a ces
guestions (Antonovics 1992) et permettre d’envisaltfe conservation des ressources
génétigues du merisier de facon plus efficace eluamt la protection des espéces nécessaire
a son maintien en population.

Si l'assemblage des especes en communautés éagdsgigrovient d’'un ensemble
d’interactions entre organismes, il est aussi emmtmpar I'environnement abiotique (Walther
et al. 2002). Une modification des conditions abiotiqyesirrait perturber les liens entre
organismes d’'une méme communauté. Or les effortecteerche des vingt derniéres années
ont montré une tendance globale et locale du clamse réchauffer probablement a cause de
'augmentation atmosphérique de la concentration gz a effets de serre (Hughes 2000).
Deux des principaux effets attendus peuvent aveg effets néfastes sur la pérennité et
I'efficacité d’'un réseau de conservation des ressmu génétigues d'une espece ligneuse
longévive entomophile et zoochore. Des études équegis et théoriques ont montré que les

especes ont tendance depuis un siécle a déplaoer dres de répartition vers le nord
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(Kullman 2001). Par ailleurs, on s’attend a ce quhéchauffement climatique rapide a
I'échelle géologique et des processus évolutifsi@rft de facon variable sur la phénologie des
especes (Fitter & Fitter 2002). De fait, le récliamfent climatique pourrait aboutir au
découplage des synchronisations phénologiquessp#eifigues et a un changement des
structures et de la composition des communautéspétes (Hughes 2000). Concernant le
merisier, I'un des enjeux pour les biologistesest destionnaires dans les prochaines années
pourrait consister a réussir a maintenir les retetimutualistes entre cette espece entomophile
et zoochore et les animaux participant a sa pe#iion et a la dispersion de ses graines.

La conservation des ressources génétiqgues desierenmcessitera donc probablement de
prendre en compte d'autres facteurs que ceux umgotliés a I'espéce. Le réseau devra
assurer qu'un nombre suffisant de pollinisateursl’espéces pollinisatrices soient présents
dans I'écosysteme du merisier et que les liens atistas et synchrones entre la plante et ses
vecteurs soient maintenus de facon efficace daspdice et le temps. Cependant, considérer
la conservation du merisier d'un point vu plus gngdif nécessitera I'acquisition de
connaissances et la mise en place de programmexerche permettant de situer le merisier
dans le contexte des communautés écologiques étigges et de prendre en compte des
modifications potentielles des conditions abiotgjyeermettant a ces communautés de se

maintenir.
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Annexes

L’arbre est devant la fenétre. Je l'interroge cleaopatin :
« Quoi de neuf aujourd’hui ? ».

La réponse vient sans tarder, donnée par des cestdée feuilles :
« Tout ».

Christian Bobin
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Abstract

Wild cherry (Prunus avium L.), a partially asexual self-incompatible forest tree, shows
heterozygote excess, which is a poorly studied phenomenon. In three natural populations,
we found significant heterozygote excess at almost all investigated loci (eight microsatellites
and markers for the self-incompatibility locus). We examined four hypotheses to account for
this observed heterozygote excess. First, negative Fg can result from a lack of selfed progeny
in small populations of outcrossing species. A second explanation for negative Fi4 is selection
during the life cycle of the most heterozygous individuals. A third explanation is negative
assortative mating when reproduction occurs between individuals bearing phenotypes more
dissimilar than by chance. The last explanation for negative F g relies on asexual reproduction.
Expectations for each hypothesis were tested using empirical data. Patterns of F g differed
among loci. Nevertheless, our experimental results did not confirm the small sample size
hypothesis. Although one locus is probably under a hitch-hiking effect from the SI locus,
we rejected the effect of the self-incompatibility locus for the genome as a whole. Similarly,
although one locus showed a clear pattern consistent with the selection of heterozygous
individuals, the heterosis effect over the whole genome was rejected. Finally, our results
revealed that clonality probably explains significant negative F; in wild cherry populations
when considering all individuals. More theoretical effort is needed to develop expectations
and hypotheses, and test them in the case of species combining self-incompatibility and
partially asexual reproduction.

Keywords: asexual reproduction, gametophytic self-incompatibility, heterosis, negative F|, small

breeding population, wild cherry tree
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Introduction

Wright's fixation indexes (Wright 1921) are useful for under-
standing the evolutionary forces acting on populations. Fig,
the excess or deficit of heterozygotes observed within
a population, varies markedly with mating systems and
selection regime, i.e. whether selection favours homozygotes
or heterozygotes (Wright 1969). Theoretical and empirical
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studies have found heterozygote deficit to be due either to
artefactual (null allele, short allele dominance, inappropriate
sampling — population admixture Wahlund effect) or
biological (inbreeding, positive assortative mating, selection
against heterozygotes) causes. The origin of heterozygote
excess, in contrast, remains poorly studied.

Heterozygote excess, revealed by negative Fig, has sev-
eral potential causes. It may result from small reproductive
population size. When only few breeders contribute to the
next generation, allelic frequencies can differ between male
and female parents by chance alone (Rasmussen 1979;
Pudovkin et al. 1996). This effect can be reinforced for loci
with many rare alleles. Moreover, in small sexual or self-
incompatible populations, the fact that individuals cannot



2110 S. STOECKEL ET AL.

reproduce with themselves decreases the probability of
creating homozygote offspring (Wright 1969; Balloux 2004).

A second explanation for heterozygote excess is over-
dominance. In the case of genuine overdominance, hetero-
zygote excess should increase over the life cycle either
because of progressive selection against deleterious
recessive alleles revealed in homozygous state or selection
favouring individuals bearing differing alleles (Mitton 1989).
Associative overdominance will lead to heterozygote excess
at nonselected loci that are closely linked to loci showing
overdominance (Ohta & Kimura 1970; Nei 1987; Coulson
et al. 1998). Under general overdominance resulting in
heterosis or heterozygosity—fitness correlation (HFC), indi-
vidual heterozygosity is correlated with components of
individual survival (reviewed in David 1998; Hansson &
Westerberg 2002).

Negative F;g may also arise through negative assortative
mating between individuals carrying different alleles. In
this case, heterozygote excess should already be observa-
ble at the zygote stage. For example, some species possess
kin recognition systems, such as the major histocompatibility
complex (Tregenza & Wedell 2000; Lukas et al. 2004) or
self-incompatibility systems (Hartl & Clark 1997; Glémin
et al. 2001) that result in avoidance of consanguinous mating.

A fourth explanation for negative F,g involves asexual
reproduction (see Delmotte et al. 2002; Balloux ef al. 2003;
Alberto et al. 2005; Ruggiero et al. 2005, and references
therein) that maintains heterozygosity or even increases it
by mutation over generations (Judson & Normark 1996;
Welch & Meselson 2000).

Wild cherry is a scattered forest tree species producing
entomophilous and hermaphroditic flowers. Within popu-
lations, some genotypes propagate asexually by suckering.
Trees thus produced are usually described as clones
(see, for example, Namroud et al. 2005; Suvanto & Latva-
Karjanmaa 2005). Wild cherry sexual reproduction is
characterized by a gametophytic self-incompatible system
which favours outcrossing. Previous studies on wild
cherry trees have reported negative Fg values (Frascaria
et al. 1993; Ducci & Santi 1997). Authors hypothesized
that negative Fg values found in wild cherry populations
could be due to the selection of the most heterozygous
individuals (Ducci & Santi 1997), or to the fact that neutral
loci could be closely linked to selected loci (Frascaria ef al.
1993).

Here, we investigate which of the above list of hypotheses
best explains negative Fig at neutral loci in wild cherry
populations. First, we analysed whether heterozygote excess
could be due to small population size of non-self-fertile
breeders. Second, we tested whether selection for linked
heterozygotes or associative heterosis effect could cause
negative Fig in wild cherry. Subsequently we explored how
the self-incompatibility system or asexuality could produce
heterozygote excess at neutral loci.

Materials and methods

Field sampling

To study the fixation index, three French populations were
analysed: St Gobain (49°37'N, 3°26’E), Pagny (47°01'N,
5°12’E) and Comté (45°30'N, 3°20’E). In both of the Pagny
and Comté populations, we randomly sampled 50 adults.
At the St Gobain site that comprised 22 ha within a large
broad-leaved forest (total area: 6000 ha), we genotyped all
247 flowering wild cherry trees found. For each tree studied
we sampled leaves and directly stored them in a portable
ultra-cold freezer (=80 °C) for transportation to the laboratory
where they were stored at —80° until DNA extraction.

To investigate change in heterozygote excess over the
life cycle and to test a putative overdominant selection, we
harvested two young stages in the St Gobain population. In
2002, 946 seeds were collected from 24 adult trees (from 18
to 74 seeds per tree) throughout the population area. Seeds
were extracted from cherries, broken and the almonds were
removed from the maternal tissue and stored at —20 °C in
the laboratory until DNA extraction. In 2004, using the
same method as for adults, we harvested leaves from 175
seedlings throughout the population area. To avoid sam-
pling asexual suckers, each sampled seedling was pulled
up and roots were checked.

Laboratory methods

Total genomic DNA samples were extracted from frozen
leaves and almonds using DNeasy® QIAGEN 96 plant kit.
Resulting DNA solutions were stored at —20 °C.

As genetic markers, we used a combination of eight mic-
rosatellites initially developed for other Prunus species and
transferred to wild cherry (Table 1). Markers were chosen to

Table 1 Marker set used to genotype all individuals and position
on the saturated Prunus map (Joobeur ef al. 1998; Aranzana ef al.
2003; Foulongne et al. 2003)

Marker names References Linkage group
UDP96-005 Cipriani et al. (1999) G1

BPPCT034 Dirlewanger et al. (2002) G2*

PCEGA34 Downey & lezzoni (2000) G2

UDP98-411 Testolin et al. (2000) G2

BPPCT040 Dirlewanger et al. (2002) G4

PS12A02 Sosinski et al. (2000); G4

Joobeur et al. (2000)

UDP98-021 Testolin et al. (2000) Gb6
UDP98-412 Testolin et al. (2000) G6

*Position of BPPCT034 on the fourth linkage group was personally
communicated by E. Dirlewanger.

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology, 15, 2109-2118



cover a minimum of four linkage groups of the eight
found in saturated linkage map studies (Aranzana ef al.
2003; Dirlewanger et al. 2004). Sosinski et al. (2000) and
Joobeur et al. (2000) both describe the same pair of primers
amplifying the same marker but named it, respectively,
PS12A02 and PS12E2. In order to study the effect of the self-
incompatibility system on linked loci, two markers UDP98-
021 and UDP98-412 closely linked, respectively, of 10 cm and
2 cMm to the cluster of loci involved in the self-incompatibility
system, located in the sixth linkage group, were chosen.

Microsatellite genotyping. DNA solution was sampled and
diluted in polymerase chain reaction (PCR) solution com-
posed of 1.5 mm MgCl,, 0.2 um of reverse-primer, 0.18 um
of nonfluorescent forward primer, 0.02 um of fluorescent
marked forward-primer, 0.1 mm of each dNTP, 0.03 U/uL
of Tag DNA polymerase.

Reaction cycles consisted of an initial denaturing of
5 min at 94 °C, then 35 cycles of 45 s at 94 °C, 45 s at specific
primer temperature and 45 s at 72 °C, and a final extension
time of 8 min at 72 °C. PCR products were aliquoted to
represent 10% of a formamide solution and 3% specific
sequencer ladder was added. Allele amplifications were
separated and detected in 16 capillaries sequencer (ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyser). Genotypes were visualized
using GENOTYPER® and GENESCAN® software.

Compatibility group identification. Self-incompatibility geno-
types were determined using three pairs of consensus
primers developed by Sonneveld et al. (2003) and Sonneveld
etal. (in press). Two pairs of primers amplify the first
intron located in a stable part of the Prunus S-RNase gene
while the third pair amplifies the second intron. Allele
specific primer pairs were used when alleles could not be
ascertained using this combination of three primers, as
recommended by Sonneveld et al. (2003; in press).

Test of hypotheses

Calculations of Fie. Weir & Cockerham Fig (1984) values
were calculated for each microsatellite in each adult and
seed or seedling population using FSTAT software version
2.9.3.2 (Goudet 1995). Ninety-five per cent confidence inter-
vals of Fig estimates were obtained bootstrapping indi-
viduals 1000 times with resampling. Sample size abilities to
estimate unbiased reliable Fq values were checked using
resampling method.

Test of hypothesis 1: small population size. In small popula-
tions, when few breeders participate in mating, allele
frequencies between mating types can differ by chance
alone. Therefore, resulting crosses occur more often between
gametes bearing differing alleles (Rasmussen 1979; Pudovkin
et al. 1996). Moreover, in self-incompatible species, no off-

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology, 15, 2109-2118
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spring are produced through selfing and in small populations
this missing proportion of homozygotes due to the lack
of selfed progeny is increasingly visible with decreasing
population size. Combined effects of self-incompatibility
and a small breeding population can significantly influence
F,g and can be the origin of heterozygote excess in the next
generation (Balloux 2004). In this case, heterozygote excess
should already be detectable from the seed stage. This
hypothesis was tested only within the St Gobain population.
We compared the Fg value between the adult stage and the
seed stage using Wilcoxon signed rank tests for paired
comparison where the pairing criterion was the locus.

Test of hypothesis 2: existence of heterosis. If a heterosis effect
exists, we expect a decrease in Fig from the zygote to the
adult stages (Bush & Smouse 1991; Coulson et al. 1999). We
tested this hypothesis only in the St Gobain population. We
calculated Fig on three life cycle stages: seeds, seedlings
and adults. All differences between age groups were tested
using Wilcoxon signed rank tests for paired comparison
where the pairing criterion was the locus implemented in
MINITAB version 14.1 (Minitab Inc.).

Test of hypothesis 3: effect of the self-incompatibility system.
In gametophytic self-incompatible (SI) species, a male
factor is expressed from the SI allele carried by the haploid
genome of each pollen grain. If a pollen grain lands on a
pistil of an individual bearing the same allele in its diploid
genome, recognition of the male factor by female receptors
(S-RNase) activates cascade signalling, resulting in the
inhibition of pollen tube growth. Fertilization ability of
incompatible pollen is specifically blocked (Franklin-Tong
& Franklin 2003). Consequently, all individuals are hetero-
zygous at the SI'locus and this may increase heterozygosity
elsewhere in the genome (Hartl & Clark 1997). However,
when effective population size is large, this effect is expected
to be significant only at closely linked loci (Glémin ef al.
2001).

In wild cherry, all genes directly involved in the self-
incompatibility system are clustered at one tip of the sixth
linkage group (Aranzana ef al. 2003; Dirlewanger et al. 2004).
Thus, under an SI effect, negative Fg is expected at neutral
loci only on the sixth linkage group. To test this hypothesis,
we chose to genotype two microsatellite markers, UDP98-
412 and UDP98-021, closely linked (2 cm and 10 cMm, respec-
tively) to SI (Aranzana ef al. 2003; Foulongne ef al. 2003;
Dirlewanger et al. 2004). We compared F|g values between
the SI'locus, UDP98-412, UDP98-021 and all other loci.

Test of hypothesis 4: effect of asexual reproduction. Following
theoretical work of Balloux et al. (2003) and Halkett ef al.
(2005), three characteristics are expected in asexual or
partially asexual populations: repeated genotypes, negative
F,g, and generalized linkage disequilibrium.
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Table 2 Within-population polymorphism calculated for each population. Adult population values were calculated with all trees found
including repeated genotypes (trees) and with only one individual per genotype (Genotypes). In the St Gobain population parameters were

also calculated for different age classes

Expected heterozygosity

Allelic richness

Comté Pagny St Gobain

Comté Pagny St Gobain

Trees Genotypes Trees Genotypes Trees Genotypes Juveniles Seeds Adults Adults Adults Juveniles Seeds

UDP96-005 0.771 0.780 0.757 0.756 0.760 0.763
BPPCT034 0.711 0.700 0.699 0.723 0.736 0.762
PCEGA34 0.835 0.844 0.846 0.852 0.757 0.793
UDP98-411 0.457 0.522 0.740 0.752 0.600 0.639
BPPCT040 0.748 0.799 0.708 0.722 0.773 0.768
PS12A02 0.479 0.551 0.818 0.816 0.448 0.500
UDP98-021 0.651 0.640 0.632  0.631 0.593 0.598
UDP98-412 0.749 0.739 0.750 0.755 0.761 0.772
SI'locus 0.867 0.909 0.907 0.877 0.893 0.918

0.786 0743 7 5 5 10 5
0.684 0755 8 8 11 10 12
0.794 0778 8 11 15 14 21
0.542 0.600 5 6 6 7 7
0.760 0769 8 4 7 8 7
0.523 0479 8 8 10 8 10
0.512 0578 4 4 4 5 4
NA NA 6 6 7 NA NA
NA NA 13 10 18 NA NA

Occurrence of asexual reproduction. We grouped individuals
sharing the same multilocus genotype into clone patches.
We estimated the probability that two individuals could
possess the same multilocus genotype through sexual
reproduction using two probability of identity estimators,
an unbiased one P pijpiaceq (Paetkau et al. 1998) and one
that considers that the population contains only full sibs
Ppysip (Evett & Weir 1998) to generate an upper limit for
the probability of obtaining identical genotypes through
crossing, in this case, between related individuals (Waits
et al. 2001). We calculated the total number of genotypes,
the number of clonal patches, the number of genotypes
represented by a single copy and the number of individuals
(= ramets) per clonal patch. Observed proportion of
asexual propagation in adult populations was calculated
as 1 - (g/N), where g is the number of different genotypes
and N the number of individuals.

Effect of asexual reproduction on Fs. Ancient asexual lineages
may be more heterozygous than sexual ones for several
reasons (Judson & Normark 1996). First, old clonal
genotypes should have accumulated independent neutral
mutations over time. Second, heterozygosity cannot be lost
through sexual recombination. Third, older genotypes
have been exposed to selection over a longer time. If there
is a fitness advantage to heterozygosity, the oldest genotypes
should be more heterozygous.

If heterozygosity is preserved because of the absence of
recombination and/or increased due to mutation accumu-
lation through time heterozygote excess among suckering
genotypes should be higher than among nonsuckering
ones. To test whether negative Fig was generated by an
increase in H, due to the overrepresentation of certain het-
erozygous genotypes because of clonality, we compared
Fg, Hy, Hy; calculated on each member of the population

with that calculated using a single representative of each
genotype using Wilcoxon signed rank tests for paired
comparison.

Linkage disequilibria among loci. Genotypic disequilibrium
was calculated for the St Gobain population. We tested
linkage disequilibrium between loci after sequential Bon-
ferroni multiple-comparison correction using FSTAT 2.9.3.2
(Goudet 1995).

Results

Marker polymorphism

Microsatellites and SI locus polymorphisms are given in
Table 2. Concerning microsatellites, expected heterozygosity
varied between 0.448 and 0.918 and total allelic richness
between 4 and 21 alleles. As for the SI locus, expected
heterozygosity varied between 0.867 and 0.918 and allelic
richness between 10 and 18 alleles. At the SI locus, all
genotyped individuals were heterozygotes.

Genetic departures from panmixia

The St Gobain population displayed four significant negative
and one significant positive Fig out of eight markers. The
overall Fig value was negative and significant. The Pagny
population exhibited two significant negative Fg values
out of eight markers and the overall value was negative and
significant. The Comté population showed one significant
negative F;g out of eight markers and the overall Fig value
was negative but not significant (Table 3).

Patterns of F|g values locus by locus differed among
populations. Three neutral loci, BPPCT034, PCEGA34, and
UDP98-412, displayed negative Fig values but only PCEGA34

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology, 15, 2109-2118
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Table 3 Fig values observed in the three wild cherry populations. For each population, Fg values were calculated with all trees found including repeated clone genotype and with only
one individual per genotype (Genotypes). In parentheses, the 95% confidence interval of Fiq estimates is given. Fig significant at the 5% level are marked with an asterisk (*)

St Gobain Pagny Comté
Marker All trees found Genotypes All trees found Genotypes All trees found Genotypes
UDP96-005 (=0.2749, -0.1927) (=0.2567,-0.1072) (=0.1406, 0.1288) (=0.1941, 0.1733) (=0.2475, 0.0166) (=0.2700, 0.0210)
-0.233* —0.184* 0.004 0.008 -0.115 -0.121
BPPCT034 (-0.2012, -0.0839) (-0.1531, 0.0238) (-0.2049, 0.0111) (-0.2718,-0.0031) (-0.2358, 0.0317) (—0.2826, 0.0436)
—-0.141* -0.064 -0.087 -0.127* -0.097 -0.116
PCEGA34 (=0.1924, -0.0703) (=0.1217, 0.0522) (=0.2306, —0.0536) (=0.2604, —0.0147) (=0.2479,-0.1818) (=0.2461, -0.1684)
-0.130* -0.035 -0.133* -0.128* —-0.198* -0.185*
UDP98-411 (0.0534, 0.2171) (-0.0782, 0.1508) (-0.2944,-0.0197) (-0.2606, 0.1308) (0.0994, 0.5697) (0.0143, 0.5283)
0.136* 0.037 -0.148* -0.045 0.344* 0.281*
BPPCT040 (=0.1437,-0.0308) (=0.1108, 0.0659) (=0.1542, 0.1866) (=0.2814, 0.185) (=0.2695, —0.0455) (=0.2698, -0.0176)
-0.085* -0.024 0.014 -0.038 -0.146* -0.130*
PS12A02 (0.0046, 0.1406) (-0.0194, 0.1975) (-0.2086, 0.0281) (-0.3095, -0.0039) (—0.0896, 0.3214) (—0.1488, 0.3185)
0.074 0.087 -0.081 -0.134* 0.123 0.092
UDP98-021 (=0.2108, —0.0746) (=0.1688, 0.048) (=0.2806, 0.1131) (=0.2579, 0.329) (0.0595, 0.4824) (=0.1091, 0.3772)
—0.144* -0.058 -0.074 0.038 0.262* 0.121
UDP98-412 (-0.1631,-0.0536) (-0.1990, —0.0527) (-0.1751, 0.0468) (-0.2597, 0.0581) (-0.2765, —0.0864) (-0.2477, 0.0367)

All microsatellites

Sl locus

-0.108*
(=0.1028, —0.0590)
-0.092*
(-0.1375, —0.1086)
-0.120%

-0.120%

(=0.0812, -0.0202)
-0.052*

(-0.1065, —0.0833)
-0.089*

-0.057
(=0.1349, -0.0264)
-0.072*
(-0.1983, 0.1385)
—-0.154*

-0.088

(=0.01468, —0.0136)
—0.068*

(-0.2025, -0.1237)
-0.140*

-0.174*

(-=0.0555, 0.0303)
-0.033

(-0.1357, -0.0977)
—-0.103*

-0.100

(=0.0916, 0.0124)
—-0.042

(-=0.1505, —0.0912)
—-0.100*

€IIZ "1 WNIAYV SNNN¥Yd NI 5’4 IAILVOIN



2114 S. STOECKEL ET AL.

Table 4 Fig values observed for seeds and seedlings at St Gobain.
In parentheses, the 95% confidence interval of Fig estimates is
given. No value is significant at the 5% level

Markers Seeds Seedlings
UDP96-005 (-0.0356, 0.0333) (~0.1196, 0.0564)
-0.000 -0.027
BPPCTO034 (-=0.0254, 0.0375) (~0.0909, 0.1301)
0.006 0.021
PCEGA34 (-0.0181, 0.0479) (-0.0180, 0.1722)
0.016 0.081
UDP98-411 (~0.0780, 0.0084) (-0.2819, 0.0071)
-0.032 -0.141
BPPCT040 (-0.0004, 0.0707) (-0.0074, 0.2147)
0.036 0.098
PS12A02 (~0.0578, 0.0055) (-0.1117, 0.0789)
-0.027 -0.019
UDP98-021 (-0.0248, 0.0604) (~0.0638, 0.1807)
0.015 0.063
UDP98-412 NA NA

All microsatellites

Sl locus

(=0.0131, 0.0164)
0.004
NA

(-=0.031, 0.048)
0.017
NA

and the SI locus exhibited significant heterozygote excess
in the three populations. The five other loci showed either
negative or positive values.

Test of hypothesis 1: small population size

Seeds” and juveniles’ Fig in the St Gobain population are
given in Table 4. In seeds and juveniles no locus displayed
significant heterozygote excess. Overall, seeds and juveniles
showed no significant departure from Hardy—Weinberg
equilibrium (Table 4).

Test of hypothesis 2: existence of heterosis

No significant difference was detected in Fig values between
seeds, juveniles and adults when considering only one
genotype per clonal patch (P > 0.447; Wilcoxon paired-
sample test). Changes in Fig values across development
stages differed among loci. For UDP96-005 the Fig value
clearly decreased. PCEGA34, BPPCT040 and UDP98-021

Table 5 Description of the three wild cherry populations

also showed a tendency to decrease in Fig but only between
juvenile and adult stages. On the contrary, for PS12A02
and UDP98-411 Fg values increased between juvenile and
adult stages.

Test of hypothesis 3: effect of the self-incompatibility
system

The SI locus presented significant negative Fig with and
without repeated genotypes (Table 3). In each adult popu-
lation, some neutral loci showed higher F\g than did the SI
locus although this was not the case for all (see Table 3).

Test for the asexual reproduction effect

Occurrence of asexual propagation. The upper and lower
bound of the probability of identity calculated from the
eight microsatellites genotypes in the St Gobain population
were, respectively, Pqpipiaseqa =3-6 X108 and Py =
1.2 x10-3. P, values indicated that individuals sharing
the same genotype for eight microsatellites in the three
populations had less than 0.117% chance to result from
sexual reproduction.

In the St Gobain population clone patches contained
from 2 to 34 identical individuals (Table 5). The observed
proportion of asexual propagation in the adult population
was 0.53. In the Comté and Pagny populations, the number
of trees per clone patch ranged from 2 to 5. Clone patches
were comparatively numerous but composed of fewer
individuals.

Overall in the three populations more than half the trees
belonged to a clone group. Consequently the observed
proportion of asexual propagation in the adult population
was close to 0.5.

Effect of asexual reproduction on Fg. Fig values were larger
when based on a single representative per genotype than
when based on the entire population except at Pagny. When
analysing a single individual per clone most Fig values
showed no significant departure from zero (Table 3).
Calculating Fig using data from all trees found in a
population increased heterozygote excesses slightly but
not significantly (P > 0.155; Wilcoxon paired-sample test).
Observed heterozygosity when taking into account all

Marker St Gobain (all) Pagny Comté
Number of individuals 247 53 50
Number of genotypes (rate of clonal reproduction) 117 (53%) 28 (47%) 32 (36%)
Number of clonal patches (percentage of genotypes) 34 (29%) 11 (34%) 11 (32%)
Number of genotypes not included in a clone 82 21 23
Median number of ramets per clonal patch (min-max) 3(2-34) 2 (2-5) 2(2-3)

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology, 15, 2109-2118



NEGATIVE F,g IN PRUNUS AVIUM L. 2115

Table 6 P value for linkage disequilibrium based on 720 permutations. Adjusted P value for tablewise 5% is 0.00139. Loci studied are
categorized by linkage group and significant values are marked with an asterisk (*)

Linkage

group Marker UDP9%-005 BPPCT034 PCEGA34 UDP98-411 BPPCT040 PS12A02 UDP98-021 UDP98-412 SIlocus
1 UDP96-005 —

2 BPPCT034 0.00139* —

2 PCEGA34  0.00139* 0.05556 —

2 UDP98-411  0.00139* 0.01389 0.25972 -

4 BPPCT040  0.16250 0.08611 0.10694 0.00278 -

4 PS12A02 0.00278 0.31806 0.03611 0.00972 0.13194 —

6 UDP98-021  0.02500 0.00694 0.24444 0.00139* 0.00694 026806 —

6 UDP98-412  0.00139* 0.01389 0.00556 0.00139* 0.00278 0.04306  0.01250 —

6 SI'locus 0.00417 0.00139* 0.03472 0.00139* 0.00139* 0.00278  0.00139* 0.00139* -

repeated genotypes did not differ from observed heterozy-
gosity without repeated genotypes (P = 0.722; Wilcoxon
paired-sample test). On the other hand, expected heterozy-
gosity was significantly reduced when taking all repeated
genotypes into account (P = 0.033; Wilcoxon paired-sample
test).

Finally, the average value of observed heterozygosity
did not differ between clonal [0.735 + 0.132 (SD, nn = 34)] and
nonclonal genotypes [0.739 £ 0.149 (SD, n = 82); 1—“1,11 4+=0.02,
P =0.901].

Linkage disequilibria between loci. With 36 comparisons the
critical o value was 0.00139. When taking all repeated
genotypes into account, all pairwise combinations of loci
presented significant linkage disequilibrium. When retaining
only one genotype per clonal patch, 13 significant linkage
disequilibria were detected (Table 6).

Discussion

Consistent with findings of Ducci & Santi (1997) and
Frascaria et al. (1993) using isozyme markers on other forest
wild cherry populations, we found significant excesses in
heterozygotes as measured by Fg in three studied popu-
lations. We discuss hereafter the possible role of a small
number of breeders, heterosis, self-incompatibility system,
and asexual reproduction on the value of this parameter.

Small population size

Self-incompatible species produce no offspring through
selfing. In small populations, this can lead to a significant
deviation from random mating, significantly influence Fig
and generating heterozygote excess (Balloux 2004). Were
this the case in our populations we would expect visible
heterozygote excess right from the zygote stage. However,
because seeds and juveniles showed no departure from
Hardy-Weinberg equilibrium expectations and did not

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology, 15, 2109-2118

present heterozygote excess tendencies, we rejected the
hypothesis that Fig could result from a small number of
breeders.

Overdominant selection favouring heterozygote survival
(heterosis)

Faced with heterozygote excess found only in adult popu-
lations, we explored if it could be explained by associative
overdominance (Mitton 1989; David 1998).

Early and convergent studies have reported that some
species are prone to heterosis (Hansson & Westerberg
2002). For example in trees, outcrossed zygotes grow faster
and have lower mortality than selfed progenies (Cheliak
et al. 1985; Bush & Smouse 1991). As a result, older individ-
uals present higher heterozygosity than juveniles or seeds
because of selective loss of the most homozygous (Bush &
Smouse 1991; references in Doligez & Joly 1997). Strobeck
(1979) showed that loci with heterozygotic advantage may
induce an excess of heterozygotes at all other neutral loci of
the genome. As a consequence, previous authors, Ducci &
Santi (1997) and Frascaria et al. (1993), hypothesize that
negative Fg values found in wild cherry are due to selec-
tion for heterozygotes with hitch-hiking.

Under such a hypothesis, we would expect a progressive
decrease in Fg from seeds to adults. In addition, higher
heterozygosity might be expected in genotypes performing
asexual propagation because they could persist in popula-
tions over the course of several sexual generations (Des-
Rochers & Lieffers 2001; Bond & Midgley 2001). We found
that although Fig averaged across loci was zero in seeds
and seedlings and negative in mature trees at St Gobain,
this difference among the three groups was not significant.
Interestingly, patterns differed among loci. In the St Gobain
population, UDP96-005 Fg value clearly decreased across the
development stages thus displaying a pattern correspond-
ing to heterosis. Three other loci, PCEGA34, BPPCT040
and UDP98-021, out of eight also showed a tendency to
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decrease in Fig but only between juvenile and adult stages.
On the contrary, PS12A02 and UDP98-411 F g values increased
between juvenile and adult stages. Moreover, UDP96-005,
BPPCT040 and UDP98-021 displayed positive values in
other adult populations. Consequently, we could not
conclude that the populations endured a global selection
favouring the survival of the most heterozygous individuals
over the lifetime.

Awvoidance of related mating (self-incompatibility system

effect)

Another common explanation for observing heterozygote
excess is negative assortative mating or active avoidance of
self and consanguineous mating (Storz et al. 2001). Self-
incompatibility systems are cited by Hartl & Clark (1997)
as a possible cause of heterozygote excess in plants. Storz
et al. (2001) found in the bat Cynopterus sphinx that all or
most matings occur between an immigrant male drawn
from one matriline and multiple females composing a
genetically distinct matriline. In this case, the magnitude
of departure from Hardy-Weinberg expectations in the
direction of heterozygote excess is directly proportional to
the genetic variance between matrilines (Chesser 1991).

In wild cherry, all the genes known to be directly involved
in the self-incompatibility system are clustered at the
end of the sixth linkage group (Dirlewanger ef al. 2004;
Ushijima et al. 2004). Even though such effect is expected at
neutral linked loci, a theoretical study demonstrated no or
minor effects of self-incompatibility at unlinked neutral
loci, especially when the number of self-incompatibility
alleles or population size is high (more than four alleles or
N > 25, Glémin et al. 2001; Balloux 2004). None of the three
studied populations is small, and we have already shown
that negative Fig found in adult populations were not due
to small populations of breeders. Furthermore, all adult
populations harboured far more than four SI alleles. There-
fore we focused on the two microsatellite loci genotyped
on the sixth linkage group, near to SI locus. UDP98-412,
located at 2 cm from the SI locus, showed Fig values very
close to the SI locus values. On the contrary, although
UDP98-021 showed negative Fig value in the St Gobain
population, at 10 cm from the SI locus, it also displayed
positive Fig values in the Comté and Pagny populations.
We concluded that the SIlocus probably had a hitch-hiking
effect on UDP98-412, but not on UDP98-021. Both empirical
results confirmed the expectations predicted by the
theoretical work of Glémin et al. (2001). Thus, we rejected
a direct overall effect of the self-incompatibility system
for at least seven out of the eight genotyped loci. However,
we confirmed, with empirical data, that when the popula-
tion number of SI alleles is high, the SI locus probably
influences heterozygote excesses only at closely linked
neutral loci.

Proportion of asexual reproduction

The three populations showed repeated multilocus geno-
types. Given the probabilities of identity calculated, there
was little chance that such repeated genotypes came from
sexual events. Consequently, the three populations showed
evidence of partially asexual propagation. Overall, we found
that more than half of the trees belonged to suckering
patches. These values were comparable to previous ones
published by Frascaria etal. (1993) and Ducci & Santi
(1997). In the Comté and Pagny populations, clone patches
grouped fewer trees than observed in the St Gobain popu-
lation. This difference may be due to adults being randomly
sampled in the Comté and Pagny populations contrary to
St Gobain where all adults were exhaustively genotyped.
In St Gobain, some genotypes had only one representative
whereas others had many. Asexual propagation seemed to
vary among genotypes and spatial position. As a result,
small or local samples could falsely estimate global
population clonality. For example, Ducci & Santi (1997)
found that 34 of 36 individuals genotyped belonged to a
single clone (observed asexual propagation of 0.94). On the
contrary, samples taken on the fringes of clone patches
may lead to under-estimation of population clonality.

Effect of clonal reproduction on the number of
heterozygotes (asexuality effect)

In plants, individuals resulting from rhizomes, sprouts or
suckering roots are generally considered as clones (e.g. see
Bond & Midgley 2001; Bottin et al. 2005; Jacquemyn et al.
2005). Even though such ‘clonal” individuals initiate new
structural roots shortly after suckering, they may stay
functionally connected to the parent root over their life.
However, suckering genotypes can persist over the course
of several generations of nonsuckering ones, even if the
original mother tree is dead (DesRochers & Lieffers 2001).
As most European forests, the studied forests have experi-
enced human activities and management for generations.
The traditional management method (coppice-with-standards
method) has probably favoured the maintenance of clonal
lineages through time. In this study, it is then not possible
to compare F|g values between clonal and sexual lineages.
However, we found that Fig values were lower when
considering all individuals including suckering repeated
genotypes. In addition, we detected linkage disequilibrium
between some markers on different linkage groups.
Negative Fig and genome-wide linkage disequilibria are
signatures of asexual reproduction, which preserves allelic
associations over generations (Halkett ef al. 2005). Conse-
quently, when considering all trees found, significant
negative Fig could be explained by asexual reproduction.
In the case of clonal reproduction, we should also expect
that suckering genotypes may have accumulated somatic

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology, 15, 2109-2118



mutations over their lifespan (Judson & Normark 1996;
Lamont & Wiens 2003). We found that genotypes perform-
ing asexual reproduction were not significantly more het-
erozygous than were genotypes represented by a single
individual. In wild cherry, asexual reproduction seemed
not to result in mutation accumulation as observed in some
other species (Delmotte et al. 2002). However, we had no
information about the genotype histories and the mecha-
nism leading some trees to propagate asexually. As a con-
sequence, we cannot exclude that some observed unique
genotypes may represent individuals derived from a clone
patch but bearing mitotic mutations or may be the last
specimens of an ancient clonal patch.

Although the proportions of asexual reproduction found
in wild cherry populations varied from 0.32 and 0.53 of all
adults belonging to a clonal patch, observed Fg are consist-
ent with far greater clonality. Such strongly negative Figare
only predicted for levels of clonality approaching 1 (Balloux
et al. 2003). In Schistosoma mansoni, Prugnolle et al. (2005)
suggest that the variance in reproductive success of clones
shapes the distribution of genetic variability in populations.
In Populus tremula, where the mean size of clonal patches
is three individuals (maximum of 12), Suvanto & Latva-
Karjanmaa (2005) find only three loci of nine with hetero-
zygote excesses when calculating it on all the trees
sampled. In the St Gobain population, the size of clonal patches
varied between 2 and 34 individuals from genotype to
genotype while we found six loci out of eight showing
significant heterozygote excess. Variance of asexual repro-
duction among individuals and among generations may
result in heterozygote excesses that we observed in our
populations. Nevertheless, more theoretical effort is needed
to develop expectations and hypotheses for partially clonal
perennial plant populations.

To conclude, we reject the hypothesis that a small popu-
lation of breeders, heterosis, or a global effect of the SIlocus
on unlinked neutral loci could lead to the heterozygote
excesses found in our adult wild cherry populations.
We demonstrated that the significant negative Fig values
that we observed when considering all trees can be
explained by asexual propagation in wild cherry popula-
tions. Nevertheless, we showed that Fig patterns differed
among loci and among populations, and we could not
exclude heterosis effect for one locus in the St Gobain
population. Furthermore, the neutral locus most closely
linked to the SI locus showed evidence of a hitch-hiking
effect from SI. This may explain why the overall Fg value
remains significantly negative even when considering only
unique genotypes. Finally, self-incompatibility systems
and partially asexual propagation are common traits for
many species, especially plants (De Nettancourt 2001;
Honnay & Bossuyt 2005), but we still poorly understand
how these two traits shape the genetic structure of natural
populations.

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology, 15, 2109-2118
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ABSTRACT

First described more than 50 years ago by Ward&l€e, the existence of a positive
relation between density and growth rate were lmrgylooked due to difficulty of detecting it
in natural populations. Nevertheless, the growimgcern with extinction dynamics and
particularly the emergence of the small populatipasadigm brought the Allee effects to the
limelight. In recent years, the Allee effect ha®ibbeéhe object of several studies that have
examined its impact on population dynamics, andniglications for problems as diverse as
the evolution of cooperation, predator-prey intéoas, invasive species and biological

control.

Because Allee effects are likely to occur when peggics play an important role in
ensuring survival or reproduction, recent resedral focused mainly in animal systems.
Nevertheless, component Allee effects are equikiiyyl to impact plants and that many of the
behavioural mechanisms above mentioned have tbemter-parts in plants. Indeed, plants

offer us some of the clearest examples of Alleeatfflue to breeding limitation.

In this article we start by reviewing the curreitériature on Allee effects in plants,
including genetic Allee effects; we then expandotber aspects of plant ecology that may
give rise to an Allee effect, either through inaead individual predation risk, reduced
defence or due to interspecific competition or ficegnt resource exploitation. We hope with
this article to illustrate the ubiquity of Alleefefts, and that it may contribute to raise the
awareness of plant ecologist for the phenomenon thnd further its study in plants.
Moreover, this synthesis supports the need forarebeat the interface between the ecological
and evolutionary consequences of Allee effects.cdemwe think that this research will not
only increase our current understanding of plamtwgionary ecology and conservation, but

also our general understanding of the Allee effects



INTRODUCTION

First described more than 50 years ago by Ward&ll€e (Allee 1949), the existence
of a positive relation between density and grovette i(i.e. an Allee effect) as long remained
an eccentricity concept, regarded as an intriggphgnomenon of little consequence for
natural populations. In support of such view was dipparent lack of empirical evidence of
Allee effect on growth rates of natural populatifut see Kuussaast al. 1998; Morris
2002). However, an alternative explanation for slactk of evidence is that the Allee effect
on growth rates remains a phenomenon difficulttisenve because populations affected tend
to go extinct (Stephens and Sutherland 1999). &hmrnative explanation allows us to
reconsider the Allee effect in a different lightydathe growing concern with extinction
dynamics and particularly the emergence of the Ispoglulations paradigm brought the Allee
effects to the limelight (Stephens and Sutherla®891 Courchampet al. 1999). In recent
years, the Allee effect has thus been the objedeskral studies that have examined its
impact on population dynamics (Fowler and Rouxtdd02 Amarasekare 1998) and
extinction risk (Dennis 1989), along with its imgdtions for problems as diverse as the
evolution of cooperation (Aviles 1999), predatoeyinteractions (Petrovskd al. 2002; De
Rooset al. 2003), invasive species (Liebhold and Bascompte82@&ppuccino 2004) and

biological control (Freckleton 2000).

A key aspect for the reappraisal of Allee effectaswthe distinction between
demographic and component Allee effects (Stepkeals 1999). Formerly Allee effects were
thought-of as a demographic phenomenon that affbetsoverall population growth rate,
overlooking the underlying mechanisms. In realylee effects operate through different
components of individual fitness. The extent toakhsuch impact translates in a decline of
the growth rate depends on the life-history, reimgeiit hard to detect in some cases.

Nonetheless, component Allee effects influenceviddial fithess and thus affect the selective



value of inter-individual interactions because wdanr the interaction among conspecifics
promotes their survival or reproduction, there aseptial for an Allee effect at low densities.
Hence, Allee effects are likely to affect sociaksigs (in the broad sense) (Stephens and

Sutherland 1999; Aviles 1999).

The appreciation of the importance of componeneékffects has led researchers to
centre their attention on the underlying behavibunachanisms, particularly on breeding
systems and group living. This has lead to a forusanimal systems. Nevertheless,
component Allee effects are equally likely to impadant species and many of the
behavioural mechanisms above mentioned have tbeinter-parts in plants. Indeed, many
examples of Allee effects on plants have been destinsofar (Davigt al. 2004a; Hackney
and McGraw 2001). In this article we review thereut literature on Allee effects in plants
and point out additional circumstances were aneAdifect is likely to occur. We hope by this
to contribute to our current understanding of Alleifects and also to stimulate further

research on Allee effects plants.

One of the main ideas raised by the Allee paradgythat individual fithess could not

be estimated properly apart from his populationtexin

PLANT BREEDING SYSTEMS AND THE ALLEE EFFECT

The impossibility of finding a mate at low densstiis likely the most often mentioned
cause for Allee effects. This hypothesis was adedriry W. C. Allee himself and has ever
since been the object of several studies. Geneftaleding limitation at low density has been
attributed to the difficulty in finding a partneto the inability to mate with the available
partners, and to the reduced mating success ifdweith unsuitable partners (Bessa-Gomes

et al. 2003; Mgller and Legendre 2001). Although often leeigd in the Allee effects



literature, plants offer, in fact, some of the begamples of all three types of breeding

limitation at low density.

DIFFICULTIESIN FINDING A PARTNER: DECREASED POLLINATION SUCCESSAT LOW DENSITY

Because of their motionlessness, plants reprodudimcess is highly dependent of
their spatial distribution and of the efficiency tbfe pollen vectors. Most flowering plants
required wind or animals (insects or birds) foritHertilization. Pollen grains are released,
transported and deposited on a receptive stignadifferent plant (allogamy) or of a same
plant (geitonogamy). It has been shown that theoritgjof plants, at least at times, exhibit
pollination failure (Wilcock and Neiland 2002), itlgmg that stigmas received insufficient
pollen to fertilize all available ovules and froit seed production is reduced (Larson & Byers

2000; Ashmaret al. 2004; Knightet al. 2005).

Pollen from wind-pollinated species has traditipndleen assumed to be abundant
and to travel long distances (Koenig and Ashley30®owever, the efficiency of wind
pollination is generally assumed to decrease asdheentration of airborne pollen decreases
(Regal 1982; Whitehead 1983). Experimental studi@ge shown that at low population
density, concentration of airborne pollen is toavlto fertilize all ovules (Wilcock and
Neiland 2002). In blue oakQ(ercus douglasii), Knapp et al. (2001) found a positive
association between the density of pollen-produaigighbors and acorn production.Tiaxus
Canadensis, supplemental pollination increased the proporbbiilled seeds in low-density
populations but not at high-densities (Allison 18pBome other species have also displayed
positive correlation between population density ahd proportion of filled seeds (e.g.
Nilsson and Wastljung 1987; Smitkt al. 1988; Allison 1990a in respectivellfagus
sylvatica, Pinus contorta and Taxus canadensis populations). Moreover, unfavorable weather
conditions for pollen dispersal can decrease tmeeatration of airborne pollen and amplify

the pollination failure found in small populatiorf8Vilcock and Neiland 2002)Betula



populations growing at high elevations where treastties are low and weather conditions
unfavorable display lower seed set than ones gipwairhigher densities or in valleys (Holm

1994).

The Allee effect on pollination rate is even motegksg in animal pollinated plants.
The reproductive success of these plants is ladgtigrmined by the number and the foraging
behavior of pollinators (bats, birds, Insects,...Qrdging theory predicts that animals will
visit flowers in the most energetically efficientanrmer (Pyke 1978a,b, 1979, 1980, 1982;
Pyke et al. 1977; Krebs 1978). For pollen vectors, the spagahrtition of entomophilous
flowers can be seen as patchy environment whette paich is characterized by its density
and its degree of isolation from the other patqi@sborne and Williams 2001). According to
the marginal value theorem (Charnov 1976) the fookinators should spend foraging in a
patch increases with the profitability of that gamompared to other patches (Cowie 1977;
Pyke 1984; Zimmerman 1981; Best and Bierzychudéi21®lodges 1985; Pleasants 1989).
Observations show that patches of small densitflosvering plants, which provided less
rewards to pollinators than higher patches, are déisactive for pollinators and so less visited
than gregarious or higher density patches (Schaé;1Thomson 1981; Sih and Baltus 1987;
Klinkhamer and de Jong 1990; Kunin 1993, 1997). Eremple, Steffan-Dewenter and
Tscharntke (1999) have experimentally shown thahdbnce and species richness of flower-

visiting bees decrease when the local number oitpldecreases.

Consequently, when the number of individuals ingbpulation decreases or when the
inter-individual distance increases, plant repraiduc may suffer from a lack of pollen
transfer. Gametes joining diminish and seed setdaced (e.g. Groom 1998; Matsumura and

Washitani 2000).

Thus, growing at low density (Silander 1978; Thom4@81; Feinsingeet al. 1986;

Klinkhameret al. 1989; Feinsingeet al. 1991; Kunin 1992, 1993; Bosch and Waser 1999 but



see Schmitt 1983) or in small populations (Sih Batlus 1987; Jennersten and Nilsson 1993;
Lamontet al. 1993; Widén 1993; Aizen and Feinsinger 1994; Agre86; Groom 1998; Kéry
et al. 2000; Hackney and McGraw 2001; Forsyth 2003; ket Sowig 1989; Van Treuresh

al. 1993; Aizen and Feinsinger 1994; Costinal. 2001) gives to plants a disadvantage in

term of reproduction.

IMPOSSIBILITY OF FINDING THE RIGHT PARTNER: DECREASED POLLINATION SUCCESS IN SEXUALLY

POLYMORPHIC POPULATIONS (PRE-ZYGOTIC NON FERTILCROSSES)

Most of plants reproduce sexually using matingesyst that avoid self-fertilization. A
consequence of such mating system is that indilsdaee not able to cross with all the
conspecific (Nettancourt, 2001). In small populasposuch mating systems can potentially
exacerbate pollen limitation by reducing the numbércompatible crosses among the

available fertile partner (Washitagtial. 1994; Ramsey and Vaughton 2000)

Three main mating systems in plants result in deffiegeny avoidance. Those mechanisms
can be paralleled to the mate choice in some anmaing systems (Bessa-Gometsal.
2003; Mgller and Legendre 2001). Nearly 10% of pkgrecies are dioecious (Barrett 2002).
In such species, each individual only produces éimcof one of the two sexes (male and
female). All other flowering plant species are hapmroditic and can theoretically perform
self and geitonogamous pollinations. However, mafsthermaphroditic species perform
sexual reproduction using heteromorphic and homphior self-incompatibility mating
systems (De Nettancourt 2001; Barrett, 2002; Kad sukamoto 2004). Different mating
types coexist in the species and individuals shatie same mating types are not able to
cross. In heteromorphic self-incompatible speaash individual displays one morph of the
two or three mating types (long-, mid- and shoytest) that prevent selfing and intramorph
mating (Barrett 2002). In homomorphic self-inconilplat species, a S-locus contains at least

two closely linked genes that code for a stigmadiceptor and a pollen determinant. If the



pollen determinants expressed by the haploid $ealmmetophytic self-incompatibility) or
by the diploid anther's S-alleles (sporophytic getfiompatibility) match with one of the
stigmatic alleles, pollen tube growth or pollen rgeration is aborted (Franklin-Tong and

Franklin 2003 ; Hiscock and Mclnnis 2003).

In such species, the reproductive success depatdmly of the number of available
partners in the population (e.g. Colling, Reckinged Matthies 2004) but also of the number
of compatible (sex, morphs or S-alleles) gametedlymed by the population (e.g. Byers and
Meagher, 1992; House 1993). Darwin (1877) firsteosd that distylous species are cross-
sterile with half its conspecifics, reducing matai&bility of 50%. In small populations of
homomorphic species, the number of mating type taiied is expected to be low (Wright
1939; Richman and Kohn 1996; Gléméh al. 2001) which increases the proportion of
incompatible mate availability that may cause l@ed set (Byers and Meagher 1992). In
small natural populations oAster furcatus (Asteraceae), a sporophytic self-incompatible
plant, Reinartz and Les (1994) found that seedvsstlimited by a low number of S-alleles.
In Burchardia umbrella, Ramsey and Vaughton (2000) observed that comeagpibllen
supplementation compared to open pollination sigaitly increases percentage seed set and
significantly decreases percentage seed abortiomatallel, they observed that effects of

pollen supplementation are more significant whew@ring plant density is lower.

Furthermore, such mating systems increases inderittual distances to find a
compatible partner which augment pollen dilutiord ashecrease reproduction success. In
Neolitsea dealbata, a dioecious rain forest tree species, the nurob@ollen tube per style
decreases when the distance of the nearest maleasss. On isolated females, a large
proportion of flowers are unpollinated and in résulthey produce fewer fruits than
gregarious females (House 1993). Several gynodascspecies have also shown that seed

set on females decreases with increased distance fhe nearest hermaphroditic plant



(Widen and Widen 1990 -Glechoma hederaceae; McCauley and Brock 1998 Slene

vulgaris; Graff 1999 -Sdalcea malviflora malviflora).

Finally, though negative frequency-dependent selectncreases the number of
mating types maintained in finite population (Velermmet al. 1998), small or isolated
population are prone to demographic stochastitiat tan skewed mating type frequencies
(e.g. Heuch 1980; Lest al. 1991; Byers and Meagher 1992; Endstlal. 2002; Wanggt al.
2005). As for animals, mating type frequency fladtons result in the scarcity of suitable
partners (Stepheres al. 1999; Bessa Gomes al. 2004). For example, Hilfikest al. (2004)
report that small populations ®&xus baccata, a dioecious conifer species, exhibit significant
sex ratio bias contrary to large onesPmmula veris a distylous species, deviations from 1:1
ratio are much larger in small populations, anddithe smallest populations had lost one
morph (Kery, Matthies and Schmid 2003). Biased rhdrpquencies or the loss of mating
types may be one of the reasons for the stronglyateon of reproductive success in small
populations (e.g. Wangt al. 2005). In Primula vulgaris, a distylous self-incompatible
perennial herb, Bryst al. 2004 found that the proportion of flowers settiingit and the
number of seeds per fruit were significantly loweindividuals of the common morph type
when morph frequency was biased. Shibayama and i$ad®003) observed that in the
populations with biased floral morph ratio, thelpolon the stigma of the common morphs
were dominated by pollen of the same morph, regyiti reduced seed set (see also Nicholls
1987). So, multiallelic self-incompatible specias small populations experiment genetic
bottlenecks that reduce the number of S-alleles thrdproportion of compatible matings
(Reinartz & Les 1994). Consequently, self-incontgatsystems are selectively unfavourable
in small populations and can amplify the Allee effebserved. An increasing bias in mating

type frequencies negatively affects reproductivecess (Carlsson-Granetral. 1998; Kéryet



al. 2003 — Primula veris; Shibayama and Kadono 2008ymphoides indica; Bryst al.

2004).

Those three conjoint effects of self-incompatibjstems and small population size
(decrese number of mating type and so number ¢hg@rnncrease inter-individual distances
to find a mate and bias the frequencies of matfpgs can individually or conjointly result in

the extinction of one or more mating type.

Up to now, the conjoint impact of small populatisize and self-incompatibility
systems on the evolution of the plant species ard tonsequences for their conservation
success have been mainly studied on dioecious eteddmorphic self-incompatbile species.
Actually, when the number of mating type increades incompatible proportion of the
population decrease. So, dioecious and heteronwrgif-incompatible species are
considered to be more sensitive to these effeets lomomorphic species which bear more
than 3 mating types (see for example Weahg. 2005). Moreover, the mating types of those
species can be easily determined without furtheteoutar or controlled crosses work.
However, the last decade progress in molecularisopérmitting to attribute their homorphic
mating types to individuals. Further studies caw me lead to identify the evolutionary and

conservative implications of such mating systems.

REDUCED MATING SUCCESS WHEN MATED WITH UNSUITABLE PARTNERS. DECREASED FERTILIZATION

SUCCESSAT LOWDENSITY

In small populations, the kinship and inbreedingefioient increase through
generations. In result, progeny from small popalai is expected to endure inbreeding
depression. In wind pollinated species at low dgnairborne, pollen shared have higher

chance to come from related individuals. Perry kndwles (1990) have found high levels of



self-pollination inThuja occidentalis populations, probably due to low-density of treesl
therefore a lack of cross-pollination. In animallipated plants, reproductive success may
also be limited even when fertilization takes plalceleed, pollinators visit less often low-
density or isolated patches, but probe more flowiarssuch patches, which enhances
geitonogamous pollen transfer (Heinrich 1979; degJet al. 1993; Klinkhamer and de Jong
1993; Ferdy and Smithson 2002; Ohashi and Yaha@2)20t has been often shown that
fitness of individuals produced by inbred crosse®duced compared to fitness of individuals
produced by outbred crosses. Thus, in low-dengitghes or in small population size, plants
receive less pollinator visits (quantity) and gedgamous self-pollination is increased
(quality). Few studies have provided density or ylapon size threshold below which

population have difficulty to maintain (Groom 1998)

Self-incompatibility does not protect plants fromck decrease in reproductive
success. In self-incompatible species, lower pdjmulasize seems to be correlated with
higher offspring mortality rate due to the maintecea of genetic load (Fischet al. 2003).
Self-incompatible species are expected to carrly higd sheltered genetic load if the locus of
the deleterious alleles is linked to the S-locusi{& 2004). Genetic load can not be purged in
this case since heterozygosity is maintained aSthacus and the linked loci (Glemet al.
2001). As a consequence, in small populations, ftegeient related crosses increase the risk
to express deleterious alleles. This phenomenonbeanbserved at different stages of the
progeny development. For example, Fisatteal. (2003) showed that the offspring survivals
during events stepping from the fecundation to deedling first stages are positively
correlated with population size. Finally, the numbg plants resulting per ovule 14 months
after germination significantly varies accordingtihe population size. This negative effect of

related crosses can be directly quantified in latéing self-incompatible specie®d.



Asclepias exaltata ) in which self- and inbred progeny is abortegastzygotic events (Lipow

and Wyatt 2000).

“‘GROUP LIVING” IN PLANTS

There are many routes by which group living mayngrabout an Allee effect at low
densities. Group living often constitute an anegator strategy, either by allowing for shared
vigilance or by diluting individual risk. Hence, btw density individuals may face higher
mortality or be forced to increase vigilance, whileosing feeding or reproductive

opportunities.

Group living may equally play an important rolergsource monopoly, allowing for
the exploitation of resources in the presence @iesar competitors. That is the case of
African wild dogs, that when hunting in groups @mexist with superior carnivores such as
lions and hyenas, but whose hunting success depeglly on pack size. In this section we
argue that many of the mechanisms underlying gheinmg in animals have an equivalent in
plants, which has selected for aggregation. We fwdus in predation avoidance and joint

exploitation of resources.

PREDATOR DILUTION OR SATIATION

Plants in nature are regularly attacked by manferdiht herbivore species. Through
time, they have acquired traits that may providentha protection against those predators.
One of those protections may be the safety of nusnbdedeed, although predators tend to
concentrate in stands of high densities of resaufiReot 1973), preys do not necessarily face
a higher predation risk at high density. The predatnctional response to prey may result in
predator satiation, thus partially releasing theygsopulation from predation. This is notably
the case of species that experience mast seedodugiion. This phenomenon is the

synchronous production of large seed crops by allptpn of plants some particular years



(Janzen 1971; Silvertown 1980; Kelly 1994). Duringer-mast years, number of predators
decline due to the absence of food resources. Vaeabundance of seeds produced during
mast years will exceed the capacity of seed presldtm consume them. Thus, the plant
population will experience predator satiation ibegh seed is produced during mast years, if
the interval between mast years is sufficient tsultein a decrease in the seed predator
population, if the seed production is synchronibetiveen individuals in the same population
(Donaldson 1993), and if the plant population hasifficient size. In that manner, levels of
seed predation are reduced. The larger the popnjathe more the predation is diluted,
enhancing the fitness of the population. This phesmon was mainly described on tree
species because individuals that can have irreguleong interval patterns of masting belong
to long-lived perennial species. In that way, aateg correlation between seed crop size and
percentage predation by insects has been repantegtlgpine (Mattson 1971), on pedunculate
oak Quercus robur L. (Crawley and Long 1995) and on hornbeam speCapinus sp.
(Shibataet al. 1998)). Predator satiation has been also repostedPoacea, firstly on
Chionochloa pallens (Kelly and Sullivan 1997) and secondly extendeelaven species of

Chionochloa genus (Kellyet al. 2000).

ANTIPREDATOR VIGILANCE OR AGGRESSON

Another way in which aggregation can offer a prttecfrom predators is through
anti-predator vigilance and aggression. For somamtpbpecies, damages to leaves can
provoke the synthesis in plant tissues of a chdnscdostance that repels pests. This
production of biochemical’s could have an impactongener neighbours i.e. it could prompt
them to produce the same substance. Evidence bf isterplant signal transfer, known as
“communication” between plants remains controvérgiruin et al. 1995; Shoule and
Bergelson 1995). Agrawal (2000) underlined thaw'fiepics in plant ecology have inspired

so much excitement and controversy, however, agmorication between plants”. Although



previous studies have suffered from methodologmalblems, recent papers with more
rigorous protocol have revived the topic (Dolch arstharntke 2000; Karbagt al. 2000;

Arimuraet al. 2000).

Rhoades (1983) found that trees such as aldensllows that had been damaged by
caterpillars or webworms were poor hosts for subeet predators. More surprisingly, he
showed that the neighbors of the damaged trees paeehosts as well. He suggested that
airborne communication between damaged trees aed tieighbors had increased the
resistance level of the neighbors. Some experimseésn to support that communication
could occur between plants (Baldwin and Schultz31®uin et al. 1992). Herbivory by the
leaf beetleAgelestica alni increased with distance from one attacked (AdBus glutinosa)
suggested signal transfer between trees as repbytddolch and Tscharntke (2000) and

Tscharntkeet al. (2001).

The evolution of such a defense process seemsstodrathe ability of the neighbor to
perceive defense products elaborated by damaged {i@ruinet al. 1992) and that it
provokes them to synthesize the same substance piideess is really effective if individuals
are enough in number and density. Isolated plaamaat benefit from this advantage against
predators. We can thus assume that predationikewelgatively correlated to plant density or
at least that there is a threshold in populatiae sind/or density under which the defense of a

tree is not perceived by the others.

Another defense process requires a sufficient nunabeindividuals. For certain
species, the herbivore attacks are known to ineréfas emission of volatiles that attract the
predators of their herbivorellicotiana attenuata for example, when attacked by leaf-feeding
herbivores, releases volatiles that increase thgyeaduction of a generalist predator (Kessler
and Baldwin 2001). Using spider mitesTefranychus urticae) and predator mites

(Phytoseiulus persimilis), Bruin et al. (1992) showed that the attacked plants as wetheis



neighbors become more attractive to predatory naitesless susceptible to spider mites. This

process is all the more efficient when plants anaerously and densely growing.

COOPERATIVE PREDATION OR RESOURCE DEFENSE

The term allelopathy was first proposed by Molid®37) to describe inhibitory or
stimulatory biochemical interactions that occurtetween members of the plant kingdom.
IAS (1998) redefined allelopathy to include “... gmpcess involving secondary metabolites
produced by plants, microorganisms, viruses andjifuhat influence the growth and
development of biological systems...”. Over many geamarious types of allelochemicals
have been isolated and characterized from hundsegdants. Such plants have inhibitory
effects on the growth of neighboring plants by asieg allelopathic chemicals into the soil,
either as exudates from living tissues or by deamsitipn of plant residues (e.g. leaves of
Coleus amboinicus (Kathiresan 2000)Bunias orientalis (Dietz and Winterhalter 1996),
Duranta repens (Hiradateet al. 1999); bulbs ofAllium ursinum (Djurdjevic et al. 2004); fruit
and seed extracts Bfosopis juliflora (Nooret al. 1995), peel oCitrus junos (Kato-Naguchi
2002); decomposition oRcacia melanoxylon (Gonzalezet al. 1995), Trifolium pretense
(Ohno and Doolan 2001)). Some authors have stutiedelationship between phytotoxins
and the density of target plants (Weidenhasted. 1989; Tsenget al. 2003). Weidenhamer
et al. (1989) defined density-dependent phytotoxic effeas the *“differences in the
magnitude of inhibition observed when plants arewgr at different densities in soil
containing a toxic substance”. In the experimerntsglygng effects of putative inhibitors
produced byPolygonella myriophylla on bahiagras$aspalum notatum) and on black walnut
(Juglans nigra) on tomato I(ycopersicon esculentum), phytotoxicity decreased as target plant
density increased. In high density patches, we @sgthat phytotoxins are diluted among the

plants and that each target plant receives a stoa# of inhibiting substance. Thus, for plants



growing in the neighborhood of allelopathic plaritere is a minimal threshold under which

they can not maintain.

Few studies have concerned the density effect lefophthic plants on their own
growth rate. Ridenour and Callaway (2001) repordedegative correlation between the
abundance of the invasive specd@&ntaurea maculosa, and the abundance and diversity of
the native plant species in the sites invadedCbynaculosa. In patches wher€entaurea
abundance was moderate, authors observed a lowadatce and diversity of native plants
compared to patches uninvaded. Moreover, high tensatches ofCentaurea were

characterized a complete disappearance of the spieeies.

So, growing at high-density for plants with alleddipic potential increases their

probability to reduce or eliminate other speciesciwltompete for same resources.

COLLECTIVE MODIFICATION OR AMELIORATION OF THE ENVIRONMENT

When the individuals of a species need to posiiadier the abiotic environment to
facilitate its own growth, survival, or reproductiqHolt et al. 2004), individuals clearly
beneficiate from the presence of conspecificsetfgity in conspecifics is too low, facilitation
does not occur. This phenomenon has not been colyrdescribed but some examples are
showing how growing in high density can modify sfgantly the environment of certain
plants. For instance, Ferson and Burgman (1990)etidhat hemlockTsuga heterophylla)
is less able to acidify the soil and to sequesttewin upper soil horizons when it grows at
low-density. But, for this species, seedlings d&hlpreferentially on acidic substrates. We
presume that the growth rate is enhanced in higisigepopulations. Jain and Singh (1998)
found that high density plantations d&minalia arjuna improve soil properties and that
consequently, height, diameter and biomass incdesigeificantly from lower to higher plant

density.



Some plants need a regular burned of their habitatlose their life cycle (Fire-
obligate plants). Generally, the fire helps thedseaf certain species to germinate but it also
stimulates flowering and seed production, presemesn habitats, and releases mineral
elements in the soil. Some of the species suchi@gnass Aristida stricta), thanks to the
chemicals they contain, take an active part inptftopagation of the fire. Their growth in high
density facilitates its spread (Maliaketl al. 2000), and thus gives a better chance to the

species to survive.

Finally, plants can provide “parental care” to theifspring. This phenomenon has
been called “nurse effect”. Seedlings occurringassociation with adult structures may
experience reduced exposition to drought, ultr@tichdiation, extreme temperatures, salinity
or herbivory (Turneret al. 1966; Jordan and Nobel 1979; Carlsson and Callab@94;
Dawson 1993; Hacker and Bertness 1996). Seedlinagsatso derive nutrient input from
captured debris from their parents (Turrgkral. 1966). Most of studies have concerned
interspecific interactions, but nurse effect betweenspecifics has received little attention
(Boucheret al. 1982; Hunter and Aarsen 1988; Bertness and Cajlal@94). Wied and
Galen (1998) found that establishment of seedlirag wnhanced beneath parental cover.
Cover by adult debris conserved soil moisture audiced water loss from seedling tissues. If

adults are numerous, the probability for the seeglito establish increases.

FINAL REMARKS

In conclusion, plants present numerous mechanighes ¢han pollen limitation that
may give rise to a component Allee effect. Thisesbation supports the ubiquity of Allee
effects, rendering them an inescapable phenomemanodern ecology. Its importance is
already well established in applied ecology, paftéidy in conservation biology. The data

here presented indicates that Allee effects amdyliko be of a prime importance to address



appropriate management plans, for restoration ofatened plant species as well for
limitation of the spread of invasive species (Cajgmo 2004). However, despite the clear
importance of plant density to plant population ayrcs, this component Allee effect has
only recently been included in plant managememléor finding optimal control strategies

for the invasive specie€partina alterniflora (Davis 2004 a,b).

The incorporation of Allee effects remains to benelon plant population viability
analysis. This may contribute to broaden the usteafo-genetics models. Indeed, in addition
to their great impact on population viability, Adleeffect and genetic factors also strongly
interact. Reduced plant fitness in smaller popoiteti due to genetic mechanisms would
constitute a genetic Allee effect for some auti{@tephenst al. 1999; Fischeket al. 2000;
Fischeret al. 2003; Willi et al. 2005). Allee effects increase selfing rate and roayse
inbreeding depressiorGéntiana pneumonanthe - Raijmannet al. 1994; Oostermeijer et al.
1994; 1998;Cochlearia bavarica — Fischeret al. 2003; Ranunculus repens — Willi et al.
2005). For self-incompatible species, genetic daiid Allee effect may interact to lower
fecundity and reduced fitness offspring (Wi al. 2005). Low reproductive success and
reduced fitness offspring may make small populatiorore vulnerable to hybridization with
wild congeners (Ellstrand and Elam 1993; Legiral. 1996). Consequently, fitness of self-

incompatible individuals is highly related to thepoalation size during reproduction events.

This synthesis supports the need for researcheaintierface between the ecological and
evolutionary consequences of Allee effects. Indegiven that Allee effects reduce
individuals’ fitness at low density, plants havkely evolved strategies to minimize their

impact.

Once again, pollen limitation is likely to show the way: indeed, plants seem to escape this
limitation by combining sexual and asexual repraduc Many small populations of self-

incompatible species partially propagate by an aaslexay €.g. Asteraceae: Legt al. 1991 ;



Young et al. 2002 ; Najadaceae : Hammerli and Reusch 2003 adeas : Frascarig al.
1993). They atrtificially enlarge population, whighesents two main advantages. It retains
genetic and S-allele diversity, and it increasesititerfaces between genotypes, which have
the effect to enlarge the number of possible cssal to rise the probability to produce
viable progeny. As a consequence, the productiaiosfes can be interpreted as an adaptive

trait to limit Allee effect in reduced size popurads.

In conclusion, this synthesis has illustrated tbejuity of Allee effects in plants. We hope
that it may contribute to raise the awarenessarftpcologist for the phenomenon and further
its study in plants. We think that this will notlgrincrease our current understanding of plant
evolutionary ecology and conservation, but also general understanding of the Allee

effects.
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Introduction

Many plants reproduce sexually thanks to matindesys avoiding the selfed progeny (De
Nettancourt 2001; Barrett 2002). Self-incompatipilisystems, either gametohytic or
sporophytic, are one of the mechanisms preventifegfertilization. Many plants are able to
propagate asexually (Honnay & Bossuyt 2005). Néedess, species that combine sexual
reproduction controlled by self-incompatibility $gms and partially asexual propagation may
appear to be evolutionary paradoxes.

On one hand, asexual propagation and spatial agiipagof conspecifics may enhance the
female reproductive success as predicted by theeAdiffects theory (Allee 1949; Ghazoul
2005; LeCadrest al submitted). Genotypes performing asexual propagatre maintained
through several sexual generations and, consegueath participate to more reproductive
events than exclusive sexual propagating genotffpesRochers & Lieffers 2001). Besides,
partially asexual genotypes increase the numbegavhetes generated per reproductive
events. Finally, during sexual events, the reprodesuccess of animal pollinated species is
largely determined by the number and the foragiagabior of pollinators. Both foraging
theory and observations show that isolated patohéscal small density of flowering plants
provide less rewards, are less attractive and coesdly less visited by pollinators than
gregarious or higher density patches (e.g. Pyk®;188omson 1981; Klinkhamer & De Jong
1993; Agren 1996; Steffan-Dewenter & Tscharntke39%ard & Johnson 2005). On the
other hand, asexual propagation may exacerbaterpdéhitation both in quantity and in
qguality (Aigner 2004). First, high local density obnspecifics may exacerbate within-patch
competition particularly for pollinators’ recruitme and so decrease flower to fruit ratio
transformation (Tarasjev 2005).

In the case of the combination of partial asexyalitd self-incompatibility, high population

structure may locally skew the S-allele frequenclasthis case, individuals should display



high variance in reproductive success dependintherfrequencies of the mating types they
bear (see Byers & Meagher 1992). Besides, localiigd rewards availability can reduce
pollen exportation by settle down the pollinatdda(der & Barrett 1995). Finally, individuals
from the same genet may act like filters and lgcalilute the pollen availability with
geitonogamous pollen (De Joatal. 1993; Ushimaru & Kikuzawa 1999). Then in the cake
self-incompatible species, asexual reproductiorthiss expected to negatively affect the
sexual reproduction by reducing the quantity of patible pollen brought in the stigmas
(Aspinwall & Christian 1992). Few studies reporttbe impact of both reproduction traits on
individuals’ reproductive success within a popuati

In most European forest, wild cherdgrnus aviumlL.) populations present a scattered and
patchy spatial structure (Ducci & Santi 1997). Thpecies combines asexual propagation
using suckering roots and sexual reproduction dbarnaed by a gametophytic self-
incompatible system. Each year, at the end of tiiew the wild cherry trees produce a high
number of entomophilous and hermaphroditic whitevérs which supply most of Apoideae
species in pollen and nectar (see Pesson & Louvé8@84 and references therein). Recent
molecular advances in therunus identification of S-alleles have permitted to aedtaly
identify the individual types (Sonnevedd al 2003; in press), and make the exploration of the
conjoint impact of the self-incompatibility systeand partially asexual propagation on

individual reproductive success possible.

In the present work, we investigate the combindhli@mce of asexuality through suckering
and self-incompatibilily system on female componainteproductive success in a population
of wild cherry.

Concerning the female reproductive success, wedesthether asexuality contributes to

decrease or not fructification. We tested whethergenetic compatibility of the surrounding



trees increased fructification. We tested whetlggregation favours fructification. Finally,
since phenotypic characteristics of trees can alfiaence reproductive success (Oddou-

Muratorio et al. 2005), we also tested the effeftthe diameter and the height of trees on

fructification.



Material and Methods
1. Studied site
The St. Gobain surveyed site covers 22 ha withwndg broad-leaved forest (total area: 6 000
ha). 247 flowering trees were localized and genedyp

1.1. Trees mapping
To access spatial effect, we calculated pairwistadces between all the 247 trees found. We
collected the latitude and the longitude position éach tree using a Global Positioning
System (Trimbl& Pro XR). To enhance the precision of the positigniriangulations by
reducing the noises and the bias errors inhere@R8 localization, we used both a roving
station and a known position reference receiverGREF base station, Nancy) to apply real-
time and post-processing differential techniquesst Processing corrections were performed
using the software Pathfinder Office vZ°51We computed the positioning errors for each tree
as the standard deviation of the distance sepgra¢in consecutive measures of the tree
position. The tree positions were admitted as teamposition of the ten positioning record.
The population map was obtained computing GPS cudepositions with the Diva-Gis
software v5.2.

1.2. Trees genotyping
We genotyped all trees found in the population gigircombination of eight microsatellites.
Compatibility groups were categorized using thragspof consensus primers amplifying loci
in thePrunusS-RNase gene (Sonneveadal. 2003; Sonneveldt al.in press). Clonal patches
were identified. Using Waitet al. (2001) method, we estimated the probability that
individuals sharing the same genotype were notedoWe found that identified clone
patches have less that 1.2 x*thance to result from sexual reproduction. Forittetm the
molecular characterization of the population armhelidentification, see Stoecket al. (in

press).



2. Analysis of female fitness

2.1. Fructification measures
To test the hypotheses concerning the individuatset, we chose to analyse the flower
transformation into fruits and seeds of twenty-onlel cherry trees randomly selected in the
St. Gobain population. Using Accrobran&hechniques, we climbed up each tree in which
we chose a branch oriented towards the exteridhetrown. All the flowers of the branch
were counted in april 2004. Then, on the same Ibranaits were counted in june 2004.

2.2. Data analysis

Distance between trees

From the latitude and the longitude positions, \&kwated all pairwise distances between
trees following:

D(ag) = R.XArccos(sinlatA) xsin(atB) + cos(atA)xcos(atB)xcos(onB - lonA))

WhereA is the first positionB the secondatX is the latitude position of in radian,lonX s
the longitude position o expressed in radian and R the local Earth's radius value.

Data transformation
For each studied tree, we calculated the propoxiofiowers successfully pollinated into a
fruit bearing a seed. The Anderson-Darling goodidédg procedure implemented in Minitab
v14.1 (Minitab Inc.©) were used to test whether data set followed a Gaussian distribution
or not. As the distributions biased from a Gaussia®, we explored the arcsinus, square-root

and arcsinus of square-root transformations. Fratheall predicator variables were

: X — X - -
normalised x, =——— where x is the mean an@ the standard deviation values of the
o

predicator per neighbourhood size.



Regression analysis
As the neighbourhood size of each tree is not knawamade a regression analysis with a
neibourhood size increasing from the nearest tréled total size of the population minus one.
For each neighbourhood size, the following moded tested:

[%j = mDist(x) + varDist(x) + nC(x) + nCA(x) + mDistCAXx) + var DistCA(x)

+ nH(x) + mDistH(x) + varDistH (x) + nD(x) + mDistD(x) + var DistD(x)
where (%j is the flower to fruit ratio of the studied tremDisi(x) is the mean distance

between the studied tree and (t& nearest neighboursyarDist(x is the variance of the
distance of thgx nearest neighboursiC(x i¥ the number of ramets among the nearest
neighboursnCA(x )is the number of compatible S-alleles among (theneajest neighbours,
mDistCAX) is the mean distance separating the studied treen fits nCA(x),
varDistCA(X)is the variance of the distance separating theieduttee from itsnCA(x )
nH(x) is the number of higher individuals among thenearest neighboursnDistH(x i}
the mean distance from theH(x , yarDistH(x) is the variance of the distance from the
nH(x), nD(x) is the number of individuals of bigger diameteroag the (x hearest
neighbours,mDistD(x )is the mean distance of tm(x ahpd varDistD(x ) is the variance
of the distance of theD(x .)

Each neighbourhood size multiple regression aralysis perform using the GLM procedure
implemented in SAS v8 (SAS Institute Inc.).

Relationships among parameters
The independence and the relationship among thikestiand transformed parameters were

explored using the Pearson product-moment coroelaéist implemented in Minitab v14.1.



Results

Trees positioning

The positioning errors were respectively as 0.853%6.d.) and 1.280+0.4 (s.d.) meters for
latitude and longitude. Spatial pattern of wild lgerevealed a high variability in inter-
individual distances and aggregation. Some treedeaconsidered as isolated (more than 101

meters from the nearest conspecific) while moshei are grouped in patches (Figure 1).

Fructification values

All trees found in the population exhibited massaering for two to four weeks. The 21

selected trees displayed 1180 (s.d.=435) flowersshalied branch but only 39 (s.d.= 59)

fruits bearing seed were found two months latere Phoportion of flowers successfully

pollinated into a fruit varied among trees fromrQ@itf per 100 flowers produced to 14 fruits

per 100 flowers.

Normality and transformation

The proportion of flowers successfully fertilizegto fruit and seed did not fit a Gaussian
distribution (A2=2.210, P<0.005). Consequently, thestification response was transformed
using its root-square since it displayed the lowstriterion so that the distribution cannot

be distinguished from a normal one (A2=0.5P20.121).

General model results

The capacity of the model and its predictor vagalib explain the fructification observed on
wild cherry trees varied with the neighbourhoodesconsidered. The general model was
significant only for 13 neighbourhood sizes on 247.

In details, most of the parameters showed reg@adedncies to predict the proportion of
flowers successfully pollinated into fruits and wesignificant for several neighbourhood

sizes (Table 2).



Considering the parameter for testing asexualit@(k ), all the significant results and more
than 97% of the regression estimates indicated ith@easing the number of identical
individual resulting from asexual reproduction d=ged the female reproductive success.
Concerning the parameter for testing compatibi(i/CA(x) ), half of the estimates were
negative and half of the estimates were positivignificant estimates were negative.

Considering the aggregation parameteraD{st(x and varDist(x), mDistCAx) and
varDistCA(x), mDistH(x) and varDistH(x ), mDistD(x) and varDistD(x )), all significant

results and signs of the estimates argued for Hw fhat aggregation favoured the
fructification, except in the case of compatiblelals. Indeed, the tendency was the contrary:
when compatible alleles are distant, fructificatinareases. The phenotypic characteristics of
the studied trees in relation to the neighbourhooeés also showed some tendencies. When
the number of neighbours of bigger diameter in@dasurrounding a tree, its fructification
clearly increased. Besides, the increase of thebeurof higher trees in the neighbourhood

showed a small tendency to decrease the frucidicat



Discussion

The P.aviumflower-into-fruits rate was lower than previousbund in othePrunusspecies
(P. mahalebGuitian 1993;P.spinosa38.9% to 46.5%, Guitiaet al 1993; P. amygdalus
39.5% to 51% Compangt al 2005). However, cited species are known to bé&gigrself-
fertile while our population oP.aviumexhibits only functional GSl-alleles, which camit

the number of available mates. Besides, the meapopion of flowers successfully
pollinated into fruits was comparable to the radenid by Morales & Galetto (2003) for
woody or self-incompatible plants. As the study wasducted during one season, we could
not establish whether this low fructification camdue to an annual effect. As a common part
of the woody plant species (Herraaal 1998; Parciak 2002), most of tReunusspecies are
known to alternate high and low fruit productioray® (see for exampl®.. mahalebJordano
1993;P.virginianaParciak 2002; Comparet al.2005). The phenomenon of alternate bearing
years could explain the absolute low fructificative observed.

In our study, individuals also exhibited high véina in their fructification. Such individual
variations are common in Rosaceae species (Agré8; 1®rdano 1995). However, contrary
to previous studies dArunusspecies (Jordano 1993), we did not find any cati@h between
the ability of the individuals to transform theiowwers into fruits with their heigh, their
diameter at breast or the number of ramets of émotype. Then we explored whether inter-
individual fructification variation could be exple@d by the genetical and ecological
characteristics of the surrounding trees.

The general model designed to test if the asexambduction, the genetic compatibility, the
aggregation and the phenotypic characteristich@feighbourhood influence the individual
fructification was not significant for most of timeighbourhood sizes considered. A possible
explanation is that such influences were dilutedother factors, since we chose to work in

field conditions. Nevertheless, some tendencie® wetinguished.
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Our results showed a clear tendency about the abéxypact on the female reproductive
success. Asexual reproduction seemed to lower ¢h@ale component of the individual
reproductive success. Two interpretations can lggested for those observations. First,
asexual reproduction may have a cost and could lie resource allocation to sexual
reproduction (Bond & Miggley 2003). Second, in ttese of asexuality combined with GSI,
asexual spreads increase the probability of gegfamy. In GSI species, all geitonogamous or
self-pollinations are unfertile. Asexual reprodoatimay increase the fruitless proportion of
pollinator visitations due to the GSI (Eckert 200Reusch 2001). However, in some
conditions such as foundation events or spatidtems, asexual reproduction could enhance
the sexual reproduction by increasing the attraabiotheir pollinators (visibility and rewards)
and by maintaining the genotype till conditions endavourable to sexual reproduction
(DesRochers & Lieffers 2001). Our experiment was designed to integrate this advantage
gained by the genotype to survive and reproduceadlgxthrough several sexual generations.
The number of compatible alleles surrounding a tesemed not to influence the
fructification. This tendency is surprising sinte titerature reports that the reproduction of a
high number of self-incompatible species seemthnhited by the availability of compatible
alleles (Byers & Meagher 1992; House 1992; Shibay&riKadono 2003; Bryst al. 2004;
Wanget al. 2005). However, our population exhibited 17 Slaleamong 247 individuals and
117 genotypes. In addition, the population wascsimed such as the entire studied tree
presented at least one compatible allele in thieinty. Wild cherry trees as homomorphic
self-incompatible species could be less sensitvhié number and the spatial distribution of
the mating types than heteromorphic species whedr lless mating types per population
(Wanget al. 2005). In wild cherry, a GSI species, the fructfion of the studied population

seemed not to be limited by the availability of doenpatible alleles.
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Most of the neighbourhood sizes and all the sigaift results showed that aggregation
favoured fructification. When the mean distanceasaing one individual from his nearest
neighbours increased, the proportion of flowerscesasfully pollinated into fruits showed the
tendency to decrease. In addition, when the vagiafhthe distance separating one individual
from his nearest neighbours decreased, the frcatiin showed tendencies to be better.
Those tendencies argue for a reproductive Alleeceffcorrelation between the individual
ability to successfully reproduce and the local silgnof conspecific) in our wild cherry
population. It has been shown that the majoritplahts exhibit pollination failure (Wilcock

& Neiland 2002), implying that stigmas receivedufigient pollen to fertilize all available
ovules. Most of plants produce more flowers that dlvailable pollinators could fertilize. In
consequences, an intraspecific competition occarsetruit pollinators which results in
individual variations in the ability to successjulpollinate flowers into fruits (Larson &
Barrett 2000; Ashmaret al. 2004; Knight et al. 2005). Wild cherry trees produce
entomophilous (nonspecialized melitophilous) flosverheir reproductive success should be
largely determined by the number and the foragie@alior of their pollinators. Both
foraging theory (Charnov 1976; Pyke 1980) and olsems demonstrated that flowering
plants at small density provided less rewards @mplhectar, landscape visibility for sexual
recruitment), are less attractive and so lesseddty pollinators than ones at higher density
(Schaal 1978; Thomson 1981; Sih & Baltus 1987; kdemer & de Jong 1990; Kunin 1993,
1997). Consequently, when the inter-individual alse increases, the plant reproduction
could suffer from a lack of pollen transfer whiobcdeases the individual seed set (e.g. Groom
1998; Matsumura & Washitani 2000; LeCadbkal. in prep.). As a scattered species, the
spatial structure of wild cherry trees seems ta lsé¢rong predictor of the individual ability to

successfully transform their flowers into fruits.
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As for phenotypic charcateristics of trees, ouulteshowed that when a tree is surrounded by
higher trees, its fructification seems to decredd@s may be interpreted by intraspecific
competition to attract pollinators. On the contramnhen it is surrounded by bigger trees, its
fructification increases. This may be interpretgdle good ability of these trees to produce
pollen and pollinize the surrounding trees. In ttase, we can predict that those trees should

have a higher male reproductive success.

Conclusion

Looking at individual reproductive success, ouradstiowed that the intrinsic characteristics
of one tree could not be sufficient to explainfémale reproductive success but they are best
explained by the characteristics of the surroundmegs. Asexuality is not favourable to
fructification whereas aggregation of trees seemeethcrease it. The compatibility of the
surrounding trees did not seem to influence thetifioation of the trees we studied. The

phenotypic characteritics of the surrounding tressmm to influence fructification.
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Table 1: Fructification values.

Tree Number of flowers Number of fruits Fructificat values
22 1103 101 0,092
25 797 0 0,000
47 1628 74 0,045
65 1723 18 0,010
81 691 1 0,001
97 656 2 0,003
107 1350 36 0,027
127 827 26 0,031
130 1304 6 0,005
132 1691 147 0,087
163 732 3 0,004
164 1223 31 0,025
172 998 27 0,027
196 908 0 0,000
217 1679 13 0,008

304 671 3 0,004

146p 832 6 0,007

176m 1137 15 0,013

176p 1719 237 0,138

216p 970 14 0,014

282p 2135 53 0,025
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Table 2: Sign of estimates and percentage of sogmf estimates in the fructification

regression analyses

Percentage of Percentage of
Percentage of

positive estimate

Percentage of
negative estimate

Parameters positive negative
. with p-value . with p-value
estimate estimate
inferior to 0.05 inferior to 0.05
nC(x) 2.82 0 97.18 2.07
NCAX) 50.40 0 49.60 6.50
mDistCAX) 85.08 28.44 14.92 2.70
var DistCA(X) 60.89 8.06 39.11 0
mDis{(x) 19.76 0 80.24 9.05
varDist(x) 39.92 0 60.08 18.79
nH (x) 30.65 0 69.35 0
mDistH(x) 12.50 0 87.50 15.21
varDistH(X) 65.73 11.37 34.27 12.94
nD(x) 94.76 8.53 5.24 0
mDistD(x) 27.82 1.42 72.18 3.91
varDistD(x) D_var 44.76 0.95 55.24 6.57
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ABSTRACT

Sampling of natural genetic diversity for optimal sructure and diversity capturing —
applications to resource conservation policies

Both environmentaland evolutionary factors determine the distributioh the genetic
diversity among and within natural populations afefst tree species, resulting in genetically
structured metapopulations. The existence of sustrilwition has major implications for
resource conservation policies, as the shape atahteafin situ natural networks and the
composition ofex situ collections of valuable forest tree species. Aanand realistic issue
we face is how to effectively sample natural vaoatboth for optimal structure mirroring and
for maximal genetic diversity capturing when designin situ population networks anek
situ collections. Genetic differentiation descriptoikel Fst and Qst represent the utmost
visible consequences of underlying landscape andlugen factors acting on the
metapopulation genetic diversity. The first quastiwe address here is how to sample
populations, individuals and marker loci knowing tieutral and selected genetic structure of
a theoretically built metapopulation. Results dflante-Carlo allele-based simulation model
are presented, where the sample of populationsivithdils and marker loci was
simultaneously modelled over ranges of Fst and Rath sample strategy was not only
evaluated in terms of genetic diversity potentigld/ relative to total diversity at the
metapopulation level, but also in terms of bias pretision rendering in the estimation of Fst
and Qst from the actual sample. Thus the abilitthefsample to render both the diversity and
its distribution over the populations was analyZBte second question we address is whether
presentex situ collections of two disseminated forest tree speciack poplar and wild
cherry, represent a good sampling of natural padpms. For that purpose, natural
populations anax situ collections were characterised with neutral markard phenotypic
characters. The simulations then serve to inferdgree of representativeness of exisang
situ collections for the two species based on the astaraple sizes and several differentiation
estimates of Fst and Qst, and eventually guidestirechment of conservation resources for
these two species.

KEY WORDS : sampling / genetic diversity / differentiatioRvunus / Populus

RESUME

La diversité génétique d'une espece se distribuee gmopulations et a lintérieur des

populations. Sa prise en compte a ces deux nivaaure importance majeure pour la mise en
place de modes de gestion conservatoimesstu etex situ. La question principale qui se pose
est : quel échantillonnage de la diversité faire,terme de populations, d’individus et de
genes ? Nous abordons ici cette question, d’untpden vue théorique a travers le

développement d’'un modele Monte-Carlo, puis d'uinpae vue expérimental sur deux

especes forestieres, le merisier et le peupliar, @ociravers une comparaison de la diversité
présente en populations naturelles et en colleexositu. Les deux approches sont ensuite
mises en regard l'une de lautre afin de donner dédments sur les stratégies

d’échantillonnage optimales de la diversité dedms espéeces.

MOTS CLES : échantillonnage / diversité génétique/ différation / Prunus / Populus
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Echantillonnage de la diversité et gestion condeme

1. Introduction

La diversité génétique globale d’'une espece pedésemposer en deux niveaux : la diversité
présente a l'intérieur de chaque population etdgré de différenciation entre populations.
Elle peut se mesurer au niveau de I'ADN et estsaloaractérisée classiquement par
I'hétérozygotie et la richesse allélique ou a travia quantification de la variance entre
phénotypes pour différents traits de caracteredlitf@renciation entre populations, elle, est
classiguement estimée pour les loci, par le paramé¢ différenciation des fréquences
alléliques ket pour les phénotypes, par le paramete s deux niveaux de diversité sont
déterminés a la fois par des facteurs évolutiferatironnementaux, notamment pour les
caractéres adaptatifs. La mise en place de caletie ressources génétigegsitu ou de
réseaux de conservatiom situ devrait reposer sur la connaissance de la disimibintra et
inter populations de la diversité, car ce sont déérences entre individus ayant une
signification évolutive que I'on souhaite généraggrinconserver [13].

La question inhérente est alors : quel échantibhgendémographique et génétique faire pour
constituer collections et réseaux ? Des modelesl'ongés et déja examiné tout ou partie de
cette question comme celui de Batailkiral. [1]. La plupart de ces modeéles reposent sur la
modélisation de I'ensemble des facteurs évolutiésqités. Dans ce projet, nous avons posé
cette question en partant de la connaissanpedori de la différenciation génétique neutre
(Fst) et adaptative (Qst) des populations. Notrgraghe cherche a détermineri) (
I’échantillonnage optimal & mener pour estimer aeum la variabilité génétique intra et inter
populations d’'une espéce donnéé) (échantillonnage optimal des individus a faireup
constituer une collectiomx situ d’'une taille donnée représentant, a un temps dolené
maximum de diversité génétique de I'espece, urgedeite derniere estimée.

Dans les faits, des collectiomx situ ou des réseaum sSitu de ressources genétiques ont
d’'ores et déja été constitués en se basant prieaigat sur des critéres écologiques. C’est
particulierement le cas des arboreta ou de cedaiakections d’arbres forestiers, qui ont été
mis en place sans connaissaageiori de la variabilité génétique. Dans ce projet, renms
alors voulu examiner si des collectioes situ de deux arbres forestiers a distribution
discontinue, le merisier et le peuplier noir, canges uniquement sur la connaissance de
I'origine géographique des individus représentaienéchantillonnage adéquat de la diversité
des populations naturelles et s'’il faut, au bedemrevoir.

Nous présentons ici des éléments de réponse appmatéle modele quant aux modalités
d’échantillonnage théoriguement optimal pour estinaiabilité et différenciation. Nous les
complétons par les premiéres estimations de laglieeet de la différenciation en populations
naturelles et en collection chez le merisier epdeiplier noir. Nous confrontons enfin les
recommandations théoriques aux échantillonnagesretnqui ont été faits sur les deux
modeles biologiques.

2. Stratégies d’échantillonnage : approche théorige

2.1. Description du modele

Notre étude théorique est basée sur des simulatiensype Monte Carlo. La figure 1
représente schématiquement le modéle et précipatametres fixés.

Un pool de génes est d’abord créé a partir d’'urtacernombre de parametres fixés
initialement (Cf. Figure 1). Pour plus de clartéyls deux cas distincts sont présentés ici : le
cas A suppose gue tous les loci sont identiquégénce, effets alléliques), le cas B, que les
loci sont différents, ce qui se rapproche plusaleéhlité. Il est par ailleurs supposé que la
répartition des loci dans le génome est homoge@’'#s sont indépendants. Il n'y a pas de
déséquilibre de liaison, ni de dominance. Le poel gknes créé est ensuite réparti
aléatoirement dans une métapopulation initialeqales valeurs de Fst et Qst proches de 0),
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constituée d’'un nombre de populations défini, clegoppulation ayant un nombre d’individus
défini. Pour obtenir une métapopulation correspahdaun couple (Fst, Qst) donné, une
méthode d’optimisation appelée « recuit simulé» Smulated Annealing) [12] est alors
appliquée. Cette méthode consiste en une granie diéérations (> 16), qui chacune est
une légere modification de la composition génotypigle la métapopulation par échanges
d’alleles entre populations. Selon les valeurs d¢ € Qst calculées sur la nouvelle
métapopulation obtenue a la fin de chaque itéragtaim critére de convergence donné par la
fonction probabiliste de Boltzmann, la modificatiest retenue ou rejetée. Lorsque aucune
modification ne peut améliorer la convergence Vessvaleurs de Fst et Qst souhaitées, le
processus d'itération s’arréte. La métapopulatiosiabtenue est alors considérée comme la
« vraie » métapopulation, caractérisée par un eo(ipst M, Qst_M) donné et un nombre
total et efficace d’alléles.

Une série d’échantillonnage est alors simulée déndéterminer les meilleures stratégies
d’échantillonnage. Chaque échantillonnage consisten tirage sans remise des populations,
puis des individus dans les populations choisieslest loci. Le tirage des loci neutres
détermine le nombre de marqueurs neutres utilR@st les loci sélectionnés, il n'y a pas de
tirage aléatoire, la valeur génotypique des indisi@tant considérée comme connue. Pour
chaque couple (Fst_M, Qst_M) donné, 30 métapopumatsont construites et pour chaque
métapopulation, la stratégie d’échantillonnage&setée 10 000 fois.

Afin d’évaluer la stratégie d’échantillonnage, lesoyennes et variances des variables
génétiques suivantes : Hs (hétérozygotie intra-fadjon), Ht (hétérozygotie totale), Fst, Qst,
Ae (nombre efficace d’alléles), A (nombre total l&@kes) sont calculées et un échantillon de
150 répétitions est retenu pour analyser les caeude distribution de chaque variable
génétique ainsi que leurs intervalles de confiarice. comparaison avec la « vraie »
métapopulation sur ces variables génétiques ets & calculant la difference entre les
valeurs moyennes estimées sur les échantillonsgiague stratégie d’échantillonnage et les
valeurs calculées sur la métapopulation définieupacouple (Fst_M, Qst_M) donné. Le biais
d’échantillonnage est alors analysé en fonctionfdeteurs suivants : nombre de populations
échantillonnées, nombre d’individus échantillonrgs population, nombre de loci ou
marqueurs neutres échantillonnés et valeur dud-kt d vraie » métapopulation (Fst_M).

2.2. Résultats

Les résultats obtenus pour le cas A (loci idensjsont illustrés par les Figures 2 a 5. La
Figure 2 montre les biais obtenus sur les variablieHs et Fst en fonction du nombre de
populations, du nombre d’'individus et des valewesFdt M. Un biais négatif indique une
sous-estimation liée a I'échantillonnage. Concernarvaleur de Ht, on observe qu’il est
toujours sous-estimé par I'échantillonnage (Fidiag Une diminution du nombre de
populations échantillonnées (de 8 a 2 sur 10) E@nane augmentation de la sous-estimation
de Ht. Une réduction du nombre d’individus a, quanglle, moins d’effet. Enfin, plus la
valeur du Fst de la métapopulation est grande, [ausaleur de Ht est sous-estimée. A
contrario, la valeur de Hs est toujours surestirflégure 2b), particulierement lorsque le
nombre d’individus échantillonnés est faible et tuealeur du Fst_M est faible. La valeur du
Fst est toujours sous-estimée par I'échantillonn@ggure 2c). Cette sous-estimation est
d'autant plus forte que le nombre de populationkagtillonnées ou que le nombre
d’individus diminue, en particulier pour des vaketwrtes du Fst_M. La Figure 3 présente les
variations du biais sur le Fst en fonction du noendbe loci neutres, du nombre de populations
et du nombre d’individus échantillonnés. L'échdatihage des populations et des individus a
un effet significatif, I'effet individu étant plusnportant pour de faibles valeurs du Fst_M,
alors que pour de fortes valeurs, c’est I'effetydapon qui est plus important. Le Qst, quant a
lui, est généralement sous-estimé et le nombreapellgtions échantillonnées est le seul
facteur jouant sur son estimation (Figure 4). Enfa Figure 5 (a, b) présente l'effet de
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I'échantillonnage sur les valeurs de Ae et A: lmmbre de populations et d’individus
échantillonnés ont un effet trés significatif sesaeux valeurs, la valeur du Fst_M jouant
uniquement sur la valeur de Ae. L’analyse des médmdtats dans le cas B ou les loci sont
différents entre eux quant a la distribution desjfiences alléliques, au nombre efficace
d’alleles et a la valeur de Fst (fixée par locusnire un effet significatif du nombre de loci
neutres échantillonnés. Cependant, I'effet du nender populations et du nombre d’individus
échantillonnés reste prépondérant.

3. Données expérimentales en populations naturellesex situ

Deux especes forestieres combinant reproductioniésext asexuée ont été étudiées: le
merisier Prunus avium L., 2n=16) de la famille des Rosacées, especemanibile
disséminée dans toute la France ; le peuplier(Rojpulus nigra L., 2n=38) de la famille des
Salicacées, espece dioique, anémophile et pionméeedée aux ripisylves peu anthropisées.
Chez le merisier, l'allogamie est favorisée par apsteme d’'auto incompatibilité
gameétophytique. Ces espéces peuvent avoir destéensts variable et représenter de 0 a
presque 100% de la composition d’'un peuplemeniesEpossédent toutes les deux un
compartiment sauvage et cultivé, ce dernier comaportie nombreuses variétés, fruitieres
pour le merisier, ornementales et a finalité dedpotion de bois pour le peuplier, introduites
a grande échelle par I'homme.

3.1. Echantillonnage des populations et des collemts

Six populations naturelles par espéce ont été étlbanées. Pour le merisier (Figure 6), on
distingue une population isolée (Pagny-le-Chateang population fragmentée (Neuillé-
Pont-Pierre) et quatre populations appartenansar@gessifs forestiers non fragmentés. Pour le
peuplier (Figure 7), les populations sont includass des peuplements linéaires présents le
long du lit mineur et des chenaux secondaires dessa@’eau. Trois sont en altitude, avec des
densités fortes pour Dranse et Nohede et faibles [pgne ; trois autres sont en plaine, avec
une population dense a Ramiere et deux populatiagmentées a St-Pryvé—St-Mesmin et en
Ardéche. Tous les individus des collections naliemae référence ont été retenus, soit 359
individus pour le merisier et 304 pour le peupliErgure 7), originaires de la plupart des
habitats naturels des espéces.

3.2. Echantillonnage et amplification des marqueurs

Pour le merisier, 12 marqueurs microsatellitesoguivrent 6 groupes de liaison sur 8 ont été
utilisés (Tableau 1). Les alleles du systéeme dimgatibilité du locus S, situé sur le groupe
de liaison 6, ont également été caractérisés. Reumpeuplier noir, 12 marqueurs
microsatellites, répartis sur 11 des 19 groupebatkons de la seule carte génétique connue
de P. nigra et deux marqueurs associés a des QTL de résiséateeaouille foliaire aM.
larici-populina : PMGC667 cheP. trichocarpa [11] et PMGC433 cheP. nigra (V. Storme,
com. pers.) ont été utilisés.

Pour les deux espeéeces, 'ADN génomique total aestéit des feuilles en utilisant le kit
d’extraction «Dneasy® Qiagen 96 plant Kit». Les qoa@urs microsatellites ont été amplifiés
par PCR en utilisant des amorces marquées patwesghores (HEX, FAM et NED) selon
les protocoles décrits par Stoecleelal. [17] pour le merisier et Jorget al. [11] pour le
peuplier. Les alléles ont été séparés par migrataons un séquenceur capillaire (ABI PRISM
® 3100 Genetic Analyzer). Les génotypes ont ét@alisés et lus avec deux logiciels :
Genotyper ® et/ou GeneScan ®.

3.3. Analyse phénotypique de la résistance a la rifle foliaire du peuplier dans la
collection

Pour le peuplier, une étude de la structuratiorgggahique de la variabilité génétique de la
résistance partielle a la rouille foliaire a étéawite pour deux isolats dé. larici-populina
inoculés artificiellement en laboratoire. Trois queantes de la résistance partielle ont été
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évaluées : la latence infectieuse (LP) correspandamombre de jours depuis I'inoculation
jusgqu’a I'apparition du premier urédosore sporuléinombre d’urédosores sporulants (UN)
au 13™ jour aprés inoculation et la taille relative degédosores (US) au 1% jour aprés
inoculation, notée a I'aide d’'une échelle a 5 @agsuis calibrée par analyse d'images de 15
disques par classe.

3.4. Analyse des données

Les valeurs de A et Ae par locus sur I'ensemblepagmilations, leur moyenne et leur écart-
type sur I'ensemble des loci microsatellites ot étlculés. Le Fst de Weir et Cockerham
[20] pour chaque marqueur, sa valeur pour I'ensendiels microsatellites et I'écart-type de
cette valeur par jackknifing sur les loci ont é&éraés (Fstat v2.9.3.2 [9]). En ce qui concerne
le merisier, les calculs ont été effectués en mamant qu'un seul représentant par tache de
drageonnage supposée. Pour les données phénotypligistatistique Qst a été estimée de la
facon suivante : Qst %, / (0% + G%) 0l 0%, eto?, représentent respectivement la variance
entre populations et la variance clonale [14].

3.5. Résultats

Pour le merisier, les résultats partiels obtenusAspopulations, 8 marqueurs microsatellites
et le marqueur du S donnent un A observé variadt@@0, avec une moyenne de 10,2 alleles
par locus. Pour le peuplier, les résultats obtesoug ensemble de la collection de référence et
sur les 12 marqueurs microsatellites donnent urbgevé qui varie de 12 a 49, avec une
moyenne de 10,5 alléle par locus. La valeur duabkstmarqueurs microsatellites est de 0,071
(x 0,009) pour le merisier et de 0,028 (+ 0,002)rde peuplier (Tableau 2). Pour les données
phénotypiques obtenues sur la collection nationaie, héritabilité individuelle% (6%c/0%)
élevée refléte I'existence d'un contréle génétignportant pour I'ensemble des composantes
de la résistance partielle a la rouille foliaireon@ne chez d’autres espéces de peuplier [7],
c’est pour le niveau moyen de sporulation (taiks drédosores) que la variabilité génétique
individuelle est la plus élevée chez le peuplieir.n@€ependant aucune structuration
géographique significative ne peut étre mise emlahde pour aucune des composantes
étudiées (Tableau 3).

4. Discussion

4.1. Résultats théoriques

L’analyse des stratégies d’échantillonnage a maietles facteurs prépondérants a prendre
en compte pour capturer au mieux la diversité ggmetd’'une espece et sa structuration entre
populations était le nombre de populations et lenlmme d’individus échantillonnés. Le
nombre de loci, lui, n’a un effet que lorsqu’il std@ de la variance entre loci pour les
différents parametres les caractérisant mais aeigtenreste moins important que les facteurs
d’échantillonnage démographique. Le nombre de m@djoumls échantillonnées a un effet
d’autant plus fort sur le Fst et le Ae que la dinettion de la métapopulation considérée est
plus forte. En effet, ce facteur joue plus forteimsur I’hétérozygotie totale et une omission
de quelques populations distinctes amene a somsegstelle-ci (intervenant dans le calcul de
Fst et semblable au Ae). Le nombre d’individus é@tlannés est important lorsque la
structuration de la diversité n’est pas tres maggestre populations, comme c’est le cas
généralement chez les especes forestieres. llasaljeffet sur le Qst, du fait de I’hypothese
forte du modele sur la connaissance de la valewtgpgique individuelle.

4.2. Stratégie d’échantillonnage expérimentale eesultats théoriques

Le Tableau 4 compare les valeurs des variablegigéné, Fst, Qst, Ae et A obtenues a partir
de notre modele (cas A et B) pour une stratégiehdigtillonnage similaire a celle utilisée
pour I'estimation de la diversité génétique des ypajions naturelles de peuplier et de
merisier Les deux cas donnent des résultats prpoateesqui indique que le choix des
marqueurs n’est pas capital & condition bien siitscaient un minimum de polymorphisme.
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Ainsi, dans le cas B, lorsque le coefficient deiataon du Fst fixé entre loci est de 0.13,

valeur comparable a celle estimée chez le peuptide merisier, I'estimation du Fst reste

assez proche du cas A. Globalement, la distribufies valeurs de Fst montre qu’au moins
95% des valeurs sont supérieures a 0, celle deargatle Qst a elle une amplitude plus large,
en particulier pour des valeurs de Qst de la m@aption égale a 0.05, plus difficile a

détecter. La stratégie d’échantillonnage choisiempé de capturer un nombre efficace
d’alleles inférieur de 6.8 a 18.5% a celui calcaué la « vraie » métapopulation et un nombre
total d’alleles de I'ordre de 93%. Par conséquienstratégie d’échantillonnage adoptée pour
les deux especes semblent permettre simultanémest honne estimation de la

différenciation inter - populations et de la rickesllélique intra - population. Toutefois, il

reste encore a les examiner plus en détail, encpdet au niveau des populations

échantillonnées relativement aux populations rédiflent le nombre et la délimitation sont
tres difficiles a connaitre. Ce point, couplé autfes modéles génétiques fera I'objet de
prochaines analyses.
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TABLEAUX

Tableau 1 : Marqueurs utilisés pour chacune descespavec leur localisation sur les groupes
de liaison (GL).

Marqueur RéférenceGL Marqueur RéférenceGL

PMGC61 [2] VIII UDP96-005  [3] I
PMGC2578 [2] VI EMPA004 [4] I
PMGC2838 [2] VvV UDP98-411 [18] Il

PMGC2852  [2] |  PCEGA34  [8] I
PMGC333 [2] XI BPPCT034  [5] [
PMGC486  [2] Il EMPasS02  [19] I
PMGC2156  [2] vV  EMPA005  [4] 1l
WPMS05 [2] Xl BPPCT040 [5] IV

PMGC433  [2] XVI PS12A02 [16][10] IV
PMGC2235  [2] IV EMPA018  [4] V

PMGC14 [2] Xlll UDP98-021 [18] Vi
PMGC667 [2] I UDP98-412 [18] VI
Locus S [15] \i
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Tableau 2 : A, Ae et Fst estimées sur les 304 slal@epeuplier noir structurés en 11 unités
géographiques, pour 12 marqueurs microsatellitesue les 4 populations naturelles de

merisier, pour 8 marqueurs microsatellites et lequeur S.

Marqueurs peuplier A Ae Fst Marqueurs merisier A Ae  Fst

PMGC61 13 6,99 0,0199 UDP96-005 9 510 0,044
PMGC2578 27 9,55 0,0201 UDP98-411 8 3,14 0,124
PMGC2838 13 1,70 0,0435 PCEGA34 20 4,90 0,088
PMGC2852 21 5,551 0,0284 BPPCTO034 14 2,92 0,084
PMGC333 10 3,16 0,0272 BPPCT040 8 5,03 0,070
PMGC486 18 7,0140,0248 PS12A02 11 3,40 0,049
PMGC2156 14 1,7090,0356 UDP98-021 4 7,94 0,067
WPMS05 24 8,82 0,0265 UDP98-412 8 4,61 0,047
PMGC433 12 2,21 0,0281 S 19 11,610,035
PMGC2235 19 6,31 0,0351

PMGC14 13 4,54 10,0228

PMGC667 48 10,970,0331

Ecart-type 10,43 3,13 0.002 4,86 1,61 0,009

Total 19,33 5,71 0,0277 Total sans S 10,254,633 0,071

Tableau 3 Variabilité génétique et différenciatiogéographique pour différentes
composantes de la résistance a la rouille foligielarici-populina) au sein de la collection
de référence de peuplier noir.

Résistance a k2 Teeﬁs(:t F Q Résistance a k2 Teeﬁs(:t F Q

L St L st
E1-98ID6 population E4-98AG69 population
Latence infectieuse 0,42|1,16 ns | 0,001 |Latence infectieuse 0,29/1,45ns | 0,001
Nb urédosores 0,37/1,56ns | 0,002 |Nb urédosores 0,33/1,25ns | 0,001
Taille des urédosores | 0,55|0,59 ns | 0,0001 | Taille des urédosores | 0,44 0,30 ns | 0,0001

Tableau 4 : Statistiques des courbes de distribwtes valeurs de Fst, Qst, A et Ae pour une
stratégie d’échantillonnage correspondant a 4 @ojoms sur 10, 40 individus par population
sur 200 et 10 loci neutres sur 20, en fonction desi@urs « vraies » métapopulations

considérées et caractérisées par un couple (FQsMM).
(1) : Fst_M =0.05, (2) : Fst_ M =0.15

Cas A(loci identiques) Fst Qst Ae A
percentile 2.5%0,023 0,093 -0,006 0,04 0,042 4,543 4,131 11,1 11,2
moyenne 0,033 0,121 0,051 0,137 0,237 4,922 4,725 11,577 11,589
Valeur «vraie» 0,05 0,15 0,05 0,15 0,25 5,07 5,07 12 12
percentile 97.5%0,046 0,15 0,125 0,267 0,388 5,268 5,167 11,8 119
Cas B(loci différents)
percentile 2.5%0,016 0,078 -0,009 0,011 0,06 4,702 4,357 9,8 9,2
moyenne 0,033 0,121 0,044 0,145 0,229 5,285 5,019 11,535 11,412
Valeur «vraie» 0,05 0,15 0,05 0,15 0,25 3,84a752 3,84a752 6al8 6al8
percentile 97.5%0,047 0,167 0,122 0,286 0,4 5,939 5,867 134 133

1) (2) 1) )
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LEGENDE DES FIGURES

Figure 1. Représentation schématique du modele d’échamdige. Dans les encadrés
accentués, les parameétres fixés sont indiqués #mers valeurs. La distribution des
fréequences alléliques aux loci neutres est supposderme ou asymptotique et peut varier
entre loci. Les valeurs de Fst sont fixées powgé@eome entier ou par locus et les valeurs de
Qst sont fixées par trait. A : nombre total d’akel Ae : nombre efficace d’alleles.

Figure 2. Valeurs des biais pour Ht (2a), Hs (2b) et Fsf) @c fonction du nombre de
populations (POP_E), du nombre d’individus (IND é€hantillonnés et du Fst de la « vraie »
métapopulation (Fst_M).

(biais = valeur calculée sur I'échantillon — valeatculée sur la « vraie » métapopulation)

Figure 3. Diagramme des biais du Fst pour différents nivedi@&chantillonnage des loci
(LOC_E), des populations (POP_E), des individusD(IE) et du Fst de la «vraie »
métapopulation (Fst_M). Les valeurs minimales eximales de chaque carré correspondent
aux quartiles inférieures et supérieures, la maibkespondant a la valeur médiane. Pour les
facteurs significatifs, le calcul du F provenanirie ANOVA a 3 facteurs (POP_E x IND_E x
LOC_E) est donné.

Figure 4. Idem Figure 3 pour Qst avec Qst_M = valeur dud@sia « vraie » métapopulation
Figure 5. Idem Figure 3 pour A et Ae

Figure 6. Localisation géographique des populations ndag@chantillonnées de merisier
Figure 7. Localisation géographique des clones apparteaala collection francaise de
peuplier noir (309 clones symbolisés par des arbeesregroupés par provenance

géographique) et des 6 populations naturelles étlbanées (symbolisées par des étoiles, 1 :
Ardeche ; 2 : Dranse ; 3 : Eyne ; 4 : Nohédes R&miéres ; 6 : St-Pryvé — St-Mesmim)
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Génome comprenant :
20 loci neutres — Nb alléles/locus = 12
60 loci sélectionnés — Nb alléles/locus =2
3 caracteres adaptatifs (20 loci par trait)

Tirages +——

« gene pool »

Fréquence des

/ \. alléles (loci neutres)
e S
// AN Fréquence des
/ N\ alléles (loci
I A — sélectionnés)
TN
/ \ Distribution des effets
4 - des génes

METAPOPULATION INITIALE
10 populations
200 individus/population

Valeurs de l

Fsr €t Qgr:
0.05-0.15-0.25

Optimisation
(simulated annealing)

D

METAPOPULATION
«vraie »

Figure 1
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Introduction

In Europe, wood exploitation and tree cultivatioavld modified forest ecosystems for
centuries. Human beings have acted upon foresspeees by modifying the demography of
populations and the spreading of forest trees tirasilviculture, and changing the local
biodiversity, both at the intra and interspecitwvéls. Foresters have introduced new genetic
materials, that were not always adapted to the emwvironment. For example, the maritime
pines from Portuguese origin that were introdugedhe French Landes area proved to be
frost-sensitive (Boisseaux, 1986). Tree improventemgan in the 19 century. Breeding was
started on several specieBir{us sp., Picea sp., Populussp. and others), that has led to
production and spreading of improved genetic malten the ecosystems. In a review on
human impacts on forest genetic resources, Lef@0®@4) suggested to extend the concept of
domestication to all genetic modifications causedorest tree spontaneous populations by
human activities, including: (i) breeding and satat (ii) seed transfer, (iii) plant populations
activities, (iv) alteration of the environment. gsing on seed transfer, Lefevre (2004)
underline that the consequences of the introduaifamaterial on a given population depend
on the level of genetic diversity, the destinatgmvironment and the local population size. He
predicts that the introduction of a lowly diversifi and not well adapted, material is bound to
affect negatively the native material, whereas ittteoduction of a highly diversified, and
well-adapted, material can locally increase thelewf genetic diversity, and adaptation. The
effects, positive or negative, on native materied axpected higher if local population
densities are low.

Wild cherry Prunus aviunl.) represents an interesting model for the stofdthe impact of
seed transfer on a forest tree species. Forestgemnlio use wild cherry for reforestation and
afforestation in the 1970’s, using material fronkmown origin. Crave (1987) suggested that

this material originated not only from wild cheroyt also from sweet cherry or even from



sour cherry Prunus cerasus.., the crossing betwedPrunus aviumL. andPrunus fruticosa
Pall.). In order to provide French foresters wittapted and identified material, a breeding
programme, based on the phenotypic selection ofesé@® “plus” trees in French forests
(Santi, 1988), was initiated by the National Ingdt of Agronomical Research (INRA).
Further testing of these “plus” trees in clonalnpdédions has led to the selection of eight
clones based on their multisite adaptation, grovidhm, resistance to disease. Apart from
these clones, plantations are also made with plgra#n from material collected in seed
stands. In order to diversify the genetic matarssdd in plantations, seed orchards are planted.
Nevertheless, seed orchards can only be truelyidenes a better option than other material
if their genetic base is large, and if the crossimgthe seed orchard are effective, i.e. if the
crossings occurring in reality are not very diffgr&om an ideal situation in which all clones
contribute equally to the seed crop. Several studfeflowering in coniferous seed orchards
have shown that this equal contribution of clongsunrealistic, mainly due to among-
individual variation in fecundity and phenology (@ory et al, 2003).Prunusaviumis an
outcrossing, insect-pollinated species, charaadryy a gametophytic incompatibility system
(Wiersmaet al, 2001; Sonnevelé@t al, 2001; Sonnevelét al 2003). Few studies on forest
seed orchards have concerned animal-pollinatedespse far. The effective number of males
that mate with each female was found to be larga study of aEucalyptus regnanseed
orchard using the neighbourhood model (Burcegkal 2002). Chaixet al (2003) also
concluded that “panmixia-like pollination” could l@ssumed in &ucalyptus grandiseed
orchard. However, more studies are necessary topamgene flow between insect-
pollinated species and wind-pollinated speciessdsorchards.

The effective population number or status numbégagefkand Wellendorf, 1997 ; Lindgren and
Mullin, 1998) is often used to assess the levelgasfetic diversity and relatedness in seed

orchards. However, this number is generally assesseonifer species based on seed and



pollen cones, assuming that they are an indicabiogamete contribution (Kang and El-
Kassaby, 2002). Experimental comparisons amongeréiit assessments of effective
population numbers are needed to test if this apgamcan affect the estimators.

In order to characterize parental contributionth®orchard seed crop, we analysed diversity,
pollen flow among clones and seed production ieghtlifferent seed orchards Bf avium
More precisely, our work aims at investigating tgroups of questions:

1- Do flower production, co-flowering time and distan@among clones influence
effective pollination? Is there panmixia-like pabition in seed orchards &runus
aviunf

2- Can genetic paternity analysis improve the effectpopulation size estimates
provided by flower production, co-flowering timendaseed production assessment?
What phenological and genetic indicators shouldidel to assess the effectiveness of

gene flow in seed orchards?



Material and M ethods
Seed orchards composition
The seed orchards analysed in this study were lestatd at the experimental nursery of
Guémené-Penfao (France). Three different experaheeed orchards were created in spring
2000. Two of them were installed inside greenhauéBsthe first one with a simultaneous
introduction of whole plants and (2) the second with a delayed introduction of half of the
individuals, the latest clones being installed befihe earliest ones with the aim of increasing
the co-flowering period among clones. The thirchard was installed outdoors, covered with
a net to avoid the pillaging of cherries by birfike two indoors orchards comprised the same
15 clones each, while the outdoors one comprisdg d2 (all present in the orchards
indoors). All clones were present twice in seechards #1 and #2. Ramets of clones were
randomly distributed in each seed orchard. Clonesewchosen from th&runus avium
breeding population created by INRA.
Phenology, flowering and fruiting measures
For each individual ramet, the following measuresenassessed in 2001: flowering start date
(first flower), end of flowering date, number obiral clumps (as a measure of flowering
intensity), and number of produced seeds. Floweasiag measured every day. All seeds were
counted before they started falling.
Diversity and paternity analysis

1-Genotyping of orchard clones and progenies
All the parents and approximately 20 seeds per ramsge analysed with the same six
microsatellites. Seeds were sampled on trees ii.2B@s were extracted from fruits and
broken to get almonds. The samples were then saakedtilled water overnight and were
dissected to extract the cotyledons and embrysafig tissue) from the endocarp (maternal

tissue). Four microsatellite markers used in thisly were initially developed in peach, and



transferred tdP. avium (Tavaud, unpublished results): UDP96001, UDP96GECHGMS1
and BPPCTO034. Other markers were identified in ssharry (PCEGA34) or sweet cherry
(PS12A02). Primers used in this study are givemable 1. DNA from leaves and from
cotyledons plus embryo was extracted using the BNe¥6 Plant Kit Qiagen method.
Amplification reactions were performed using 2 filDINA (not diluted after the extraction),
0.2 uM of each primer: F (forward) and R (reverse)], mM of each dNTP, 1X buffer,
1.5mM of MgCI2 and 0.6 U of Tag DNA polymerase. érion of each F primer (depending
on the marker) contained fluorescence which wasatled by the multiple capillary genetic
analyser (ABlI PRISM® 3100). Th&enescan 3.7&oftware was used to genotype all the
individuals.
All the parents of the seed orchards were alsoyaedl!for the gametophytic incompatibility
system as described by Sonnevetdal (2003) with the two pairs of primers PaConsl and
PaConsll, with minor modification as followed: tREC€R products were analyzed on silver
staining gels running for 4 hours and a half. Ratveh of gels was made using the protocol
described by Streifét al (1998).

2-Diversity and paternity analysis
Classical population genetics parameters were leddzlion parents and progenies: number of
alleles f), observed heterozygositli§) and expected heterozygositys). The genotypes of
candidate fathers were compared against the afiggrigenotype, and were excluded as
fathers if a mismatch occurred at one or more [bloe Cervus 2.0Csoftware (Marshalét al
1998) was used to make the analysis. Note thath&two seed orchards in greenhouses, this
analysis provided the identity of the clone but ofothe ramet.

3-Analysis of factors influencing effective poltioa
We made multiple linear regression analysis toaédtee influences of the flower production

displayed by the motherF), the flower production of each fatheF:(), the coflowering



period among clonesandj (CF; ), and the distance among clondd; ] on the pollination
among clones andj (R ). We used a stepwise variable selection procedorédentify the
best predictors of effective pollination. Non siggant score values were excluded from the
model by stepwise method.

R=a+f.CR + .0+ S5.Fn+ fa.Fi +£

wherea is a constant ternf the regression coefficient of score values ofithparameter
explored and the error term of the model.

Definition of male and female gametic contributi@esording to available information

We definedGGC; as the relative gamete contribution of tite nale -jth female] ramet pair
to the total seed cropn and m as the relative male gametic contribution ofitheramet and

thelth clone, respectively, ani and f,as the relative female gametic contribution ofjthe

ramet and théth clone, respectively. Note th@Ci= dinceP. aviumis a self-incompatible
species.
We used alternativestimators forGCj, m, m, f; and f,, each of them defined to

incorporate the different levels of information tthaay be available in practice at seed
orchards: (1) measurements of flower production tyunting floral clumps, (2)
measurements of flower production by counting ofdl clumps plus the estimation of co-
flowering time, (3) a direct estimation of gametmntribution through the counting of seeds
for the female contribution and the estimation @flensuccess thanks to the paternity analysis
for the male contribution. We wanted to evaluate telative utility of each kind of
measurement to estimate the effective parentalisizeed orchards, providing useful criteria

to optimise seed orchards management.



For each clonem was obtained summingh on ramets of théth clone (except in the case
of the estimation of male success through the piyeanalysis for which onlyn can be
obtained) andf; was obtained summingd; on ramets of théth clone.

Male gametic contributiorassuming the information we have is:

1- the estimation of flower productions:

GGCj1= RO, and ml:szGjl

with R being the relative contribution of flower clumpktbe ith ramet andO; being the
relative contribution of flower clumps of tl ramet.

2- the estimation of flower productions plus theéreation of co-flowering periods:

GGi2= RO,CH and m2=ZjGsz

2.2, ROCF
with CF; being the length of the co-flowering time betwéeaith ramet and thgh ramet.
3- the proportion of théth father having sired théth mother, available from the paternity
analysis.
Based on the unambiguous results from the pateam&jysis, i.e. based on the seedlings for
which only one father was found in the seed orchasl calculated the proportion of times
that thelth clone pollinated by théth female, that we calle&R, . This proportion is relative
to the total number of seeds analysed in the p&geanalysis if we assume that the number of

seeds is not known.

The male gametic contribution of thi& clone was then assessedm&ZJEPJ :

It was also calculated relatively to the total nembf seed of the seed crop when it is known.

The male gametic contribution of thi& clone was then assessedm&tzszPJ .

Female gametic contributioassuming the information we have is:

1- the estimation of flower productions



With only the number of floral clumps as informatjdhe simpler assumption is that all the
ovules are transformed into seeds. In this firsecave assume that only pollen represents a
limitation and we assume that all the flowers gaveeed which simply mean$§i=0; .

2- the estimation of flower productions plus theéreation of co-flowering periods:

sz:ZiGG,—z

3- the seed crop per tree and the the total segd cr

With the number of seeds as information, the téeatale gametic contribution of théh
ramet is fjs, which is simply the proportion of seeds from ffile ramet in the seed

production.

Effective population sizes in seed orchards
1- Based on the paternity analysis, we calculateshch seed orchard the effective number of

fathers per mother tree:

NemJ:—

1
> ER’
Based on the different estimationsmf and f;, we calculated in each seed orchard:

2- the effective paternal size at the level ofgeed orchard as:

Nem= 1

2,

3- the effective maternal size at the level ofshed orchard as:

Nef

-1
ZJ ff

4- the effective size of the parental populatiothatlevel of the seed orchard as:

Nep_ 1

2.0

10



me+ fp
2

where e is the average gametic contribution of Bta parental individual 1p= ). For

this estimation, we used seven different combimatiof the estimations ain and f; (see

Table 2).

We neglected pollen contamination to make all tleadeulations.
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Results

Parents and progenies showed similar levels of gerdiversity, and new alleles were
detected in the progenies

PCR products with the PCHGMS1 marker revealed w®gregating locus (PCHGMS1-1 and
PCHGMS1-2) that were included in the analyses.

Results of the genetic analysis of parents andegmieg are given in Table 3.

The seven loci showed averable and He respectively of 0.681 and 0.716 for the 15 clones
in orchards #1 and #2, and 0.679 and 0.719 fotZhelones in orchard #3. These values were
not significantly different from the values calc@d for progeniesHo and He were 0.682
and 0.680 for the progenies of orchard #1, 0.7G¥ (a688 for progenies of orchard #2, and
finally 0.692 and 0.666 for progenies of orchard #3

The average allelic richnesS was 6.14 for the 15 clones present in seed orsh&kcand #2
(5.71 for the 12 clones available in orchard #3)isTvalue increased when considering
progenies. The average allelic richnessvas 7.57 for the 495 progenies analysed in tisé fir
orchard. In comparison with the clones, one motelealwas found for UDP96001, for
PCEGA34 and BPPCTO034, and three more alleles foP26D05. A was 6.57 for the 491
individuals analysed in the second orchard. In canspn with the clones, one more allele
was found for PS12A02, and two more alleles for 9BB05 (also detected in orchard #A).
was 6.43 for the 190 individuals analysed in thedtbrchard. In comparison with the clones
in the seed orchard, one allele was lost for UDR26EPCHGMS1-1 and PCHGMS1-2, one
more allele was found for PS12A02, PCHGMS1-1 and tmore alleles were found for
PCHGMS1-2, PCEGA34 and BPPCTO034.

Reduced level of pollen contamination in greenh@esel-orchards, and significant effects of

the co-flowering time and of the distance amongesoon effective pollination were detected
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The total exclusionary power for the second pavesd 0.9929 in the first and second seed
orchard (15 clones) and 0.9916 in the third onec{@Bes).

Summarized results of the paternity analysis arergin Table 4. For the three seed orchards,
one father could be found in the clones of the ard$ for more than 70% of the analysed
seedlings, and more than one father was detectedafout 2% of the seedlings. The
percentage of seedlings for which no father wasdoin the clones of the seed orchard
reached 16.8% in the third one (outside one), b&usg6 in the first one and 12% in the
second one. In the first orchard, 5 (11.9%) outhef 42 seedlings for which no father was
found showed at least one new allele (4 at onesland 1 at two locus). In the second
orchard, a similar result was found, i.e. 5 (8.58@) of the 59 seedlings showed one new
allele at one locus. However, in the third one(38%) out of the 32 seedlings for which no
father was found showed one new allele at one oerozus (17 at one and 1 at two locus).
Besides, negative correlations were detected betwe= number of seedlings for which no
father was found and the mean co-flowering timeclohes in orchards #1 and #2. More
particularly the clone showing the highest numbérseedlings with no detected father
(respectively 12 and 14 out of 42 and 59 seedlinggchards #1 and #2, the clone was not
present in orchard #3) showed the lowest co-flongetime with other clones in the seed
orchards.

In the three seed orchards, we detected a signifeféect £<0.01) of the co-flowering period
(positive relationship) and of the distance amologes (negative relationship), except in the
third seed orchard for which the influence of th&tahce was not found significant and for
which the coflowering was only significant at th& 3evel. The production of flowers was
found significant at the 5% level in the seed ordi#2 but not in the two others.

As revealed by the regression analyses, 16,3%rdadtian in effective pollination in the three

orchards could be explain by the distance betweeenps and the parental coflowering time
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(Fo.35=34,874, p<10). Regression coefficientss;] show a negative correlation between
distance among trees and effective pollinatijfs=(0.257, $s5=-5.057, p<16) and a positive
correlation between parental coflowering time afidative pollination [jcg=0.245, $5=4.82,
p<10°). However, the stepwise multiple linear regressioralysis reports no correlation
between male/female blossoms and effective coioelat

The quite low number of effective size of fathersnpother contrasts with high effective sizes
of mothers, fathers and parents at the level ofsttel orchard

Summarized data of effective sizes of fathers pethar are given in Table 5. In the seed
orchard #1, the number of observed crossings ami@ag were 34% of all the possible
crossings, and the effective size of fathers petherovaried between 1 (6.7% of the total size
of the seed orchard) and 6.8 (45.3%), the meanreviaking 3.7 (24.7%) and the standard
deviation being 1.5. In the seed orchard #2, thabar of observed crossings were 33% of all
the possible crossings, and the size varied betwe#r{9.3%) and 6.4 (42.7%), the mean
value being 3.4 (22.7%) and the standard devidbeing 1.4. In the seed orchard #3, the
number of observed crossings were 49% of all thesipte crossings, the size varied between
2.5 (20.8%) and 4.6 (38.3%) in the seed orchardi&mean value being 4.4 (36,7%) and the
standard deviation being 0.9.

Effective sizes of mothers and fathers, based tiardnt levels of information, are given in
Table 6.

For the female function, considering the informatpyovided by co-flowering time on top of
the number of flowers led to observe an increashefffective size of 0.4 for seed orchard
#2 and a decrease of 0.7 for seed orchard#3. Theestyimations were the same for seed
orchard#1. Considering the number of seeds havdsteeach ramet instead of the number
of flowers led to an observation of a reductionhie effective size of 1.2 and 1 respectively in

seed orchard #1 and #3 and the effective size redatable in seed orchard #2.
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For the male function, considering the informatmovided by co-flowering time on top of
the number of flowers led to observe a diminutidrthe effective size of 0.5, 0.1 and 1.3
respectively in seed orchards #1, #2 and #3. Cenaglthe pollination success obtained with
the paternity analysis instead of the number oivélis led to observe a diminution of the
effective size of 1.5, 1.5 and 1.2 respectivelg@ed orchard #1, #2 and #3. Considering the
pollination success obtained with the paternitylysis, calculated based on the seed crop,
instead of the number of flowers led to observenairdution of the effective size of 1.8, 3.6
and 1.4 respectively in seed orchard #1, #2 and #3.

Effective sizes of parents, based on differentlieeéinformation, are given in Table 7.

For the seed orchard #1, the effective size vaoetveen 11.4, obtained with counting of
flowers for females and males, and 12.3, obtaingd @ounting of flowers for females and
paternity test (dans tableau) for males. The valoined with counting seeds for females
and with the paternity analysis for males was l1aris only low differences of values were
obtained with other estimators. Very similar reswitere obtained in seed orchard #2, except
that the highest values were obtained with the ttogrof seeds and the counting of flowers,
and with the counting of seeds and the countingflevers plus taking account the
coflowering time (12.1).

The results obtained on the seed orchard #3 wéeraht: the lower value was obtained with
counting seeds and counting flowers and taking wucthe coflowering time (7.6) (dans
tableau 7.5 pour comptage fleurs et CF?) and thleelkt value was obtained with counting
seeds and counting flowers (10.3). The value obthinith counting seeds for females and
with the paternity analysis for males was 8.3 dreldlosest value was obtained with counting

flowers for males and females (8.5).
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Discussion

The first aim of this work was to analyse whethgnigicant deviations from panmixia like
pollination can be detected in the experimentatl sgehards oP. aviumthat we studied. No
difference in levels of diversity, measured withsetved and expected genetic diversities,
were found between the parents of the seed orclaadithe progenies. Moreover, at the level
of seed orchards, the effective size of fathersasueed by the paternity analysis, was
between 7.6 and 10.6, that is to say from 63% t% @8 the sizes of populations. The
effective size of mothers was between 7.2 and 1i05,60% and 70% of the sizes of
populations. The effective size of parents was betw8.5 and 11.9, that are 70% and 80% of
the sizes of populations. These results would allsvto conclude that “panmixia-like
pollination” occurred in the seed orchards. Howevar the present study, the realised
crossings were about 30% of the possible crossimgbe seed orchards #1 and #2, and
reached 49% in the seed orchards #3. These fiQuseem to indicate that the seeds derived
from particular crossings among trees. In addittbe, estimates of effective sizes at the level
of the whole seed orchard contrasted with the @eeedfective size of fathers per mother, that
were respectively 24.7%, 22.7% and 36.7% of thal wizes of seed orchards, respectively.
We also demonstrated that effective pollinationahejs significantly on the distance and on
the phenological overlap among clones. We also gaidence that the clonal production of
flowers contributed to explain the male successlafes in the seed orchard #2. Therefore,
preferential matings occurred among clones thaewkrsed and that have long periods of co-
flowering. Finally clones producing more polleéad a higher pollination success inside the
seed orchard. If panmixia is defined as random rumbgametes within the seed orchard,
these results tend to show that the progeniessept@®nly a portion of the possible crossings
from the seed orchards and that panmixia is nathexzh Deviations from panmixia caused by

a difference in the distance between clones, yvanah the amounts of pollen produced, and
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phenological synchrony between clones have alrbaéy suspected or demonstrated in seed
orchards to explain pollination patterns (studyRamus thunbergiiGotoet al 2002 and study
on Cryptomeriajaponica Moriguchiet al 2004). In a review on pollen flow in forest trees,
Smouse and Sork (2004) showed that distance-deperm#lination is more generally
expected in forest tree species populations, thdagie distances events can be observed
with a significant proportion. Finally, the effeati sizes of fathers per mother that we
measured in our study (neglecting pollen contanonatare close to the low values that are
expected in animal-pollinated species: generakg lhan 10 (review by Smouse and Sork,
2004).

The stepwise multiple linear regression exhibiteefficient of determination (R?=0.163) that
could appear at first sight to be low. Neverthelees only two parameters, distance and
coflowering time, succeed to explain one sixthhd variance in effective pollination. Male
and female blossoming were respectively choserstamators of the male pollen production
and of the female attractiveness of pollen vecWe did not find correlation between
male/female blossoms and effective pollination. pheximity between trees and the fact that
seed orchards represent high flower density andogemous patches may conduce pollen

vectors to forage at random without taking eaclba@ldree attractiveness into account.

The second aim of this work was to compare therin&ion given by phenological and
molecular data with the information provided by pwllar data to assess effective population
size in seed orchards, and assess the qualitynef i@v in seed orchards. Genetic diversity
and relatedness is often assessed using the coofceffective population number or status
number (Kjeer and Wellendorf, 1997 ; Lindgren andIMu1998). In coniferous species, the
calculation of the effective population number éywgenerally based on the counting of male

and female flowers, assuming implicitly that fematel male production of flowers is a good
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representative of their gametic contribution (Kaagd El-Kassaby, 2002). The effective
number of parents that we calculated in this stualy be considered equivalent to the status
number if the seed orchard parents are non-inbnelduarrelated. In the present study, we
estimated the effective number of parents calcdlaiging different levels of information:
production of flowers, production of flowers andftmwvering time, production of seeds and
effective pollination measured through a pateraityalysis. Our results showed that, for the
whole parent contribution, few differences were nfdubetween those estimates of the
effective size made respectively with the data loé fproduction of flowers, with the
production of flowers and the co-flowering time dawith the effective pollination or seed
data. The differences were detected higher whenntaée or female contribution was
considered. Then, in our study, molecular analysed phenotypical data gave similar
information regarding effective population size.o$h results are surprising since, in our
experimental seed orchards, the production of fleweas not found to be a good predictor of
the production of seeds (data not shown). Moreotles, paternity analysis showed that
distance and co-flowering time strongly influenctte pattern of effective pollination.
However, if those results were confirmed in oth@ecses cultivated in seed orchards, using
phenological data (production of flowers) could \pde a sufficient information to assess
effective population numbers in seed orchards.

Finally, one can question the use of the effecpepulation number only to analyse the
genetic diversity and relatedness in seed orchpogigilations. In our study, the effective
number of parents represented up to 80% of thé pofaulation size. However, according to
the paternity analysis made with molecular mark#rs, calculation of the effective size of
fathers per mother showed that few males contribtethe pollination of a given mother.
The effective numbers of males, females and parthiatsare calculated at the level of the

whole seed orchard do not reflect this result. €haisservations may appear contradictory. In
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fact, the effective number of males and femalabatevel of the seed orchards compare the
contribution of each clone to the seed crop, basdwot allow us to know if seeds harvested
on a given mother results from crossings realiséd w limited number of fathers. A high
effective number of parents at the level of thedseechard is not incompatible with high
correlated paternity within a mother. This resuldicates that there is a clear need to mix
seeds harvested on different mothers in a seeduar¢b make sure that resulting plantations

will not be realised with a limited number of geyyms.
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Table 1: Name, reference, name of the speciestimhathe marker was developed, primer sequenceésexdmected PCR product size of the six

microsatellites used in this study.

SSR name Reference Species Primer sequenee3dy’ Length (bp)

UDP96001 Ciprianet al (1999) PeachP. persica F:AGTTTGATTTTCTGATGCATCC 120
Sosinskiet al (2000) R : TGCCATAAGGACCGGTATGT

UDP96005 Ciprianet al (1999) PeachP. persica F : GTAACGCTCGCTACCACAAA 155
Sosinskiet al (2000) R : CACCCAGCTCATACACCTCA

PS12A02 Downey and lezzoni Sweet cherry. avium F: GCCACCAATGGTTCTTCC 200
(2000) R : AGCACCAGATGCACCTGA (150-178)

PCHGMS1 Sosinsket al (2000) PeacP. persica F: GGGTAAATATGCCCATTGTGCAATC 194

R : GGATCATTGAACTACGTCAATCCTC

PCEGA34 Downey and lezzoni Sour cherryP. cerasus F : GAACATGTGGTGTGCTGGTT 155
(2000) R : TCCACTAGGAGGTGCAAATG (140-174)

BPPCT034 Dirlewangest al (2002) PeachP. persica F : CTACCTGAAATAAGCAGAGCCAT 228

: CAATGGAGAATGGGGTGC
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Table 2: Calculation of effective populations sidesthe seed orchards according to the

available information (CF is for co-flowering time)

Male function

Flowers Flowers + CF Paternity
Flowers Nep1 - Nept3
Flowers + CF - Nere2 Nere3s
Female function
Seeds Negs1 Negs2 Nerss
Nes3tot
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Table 3: Genetic composition of the parents andgmees in the seed orchards.

Parents Progenies Progenies Parents Progenies
Orchards1and 2  Orchard 1 Orchard 2 Orchard 3 Orchard 3
A Ho He A Ho He A Ho He A Ho He A Ho He

UDP96001 4 0.533.609 5 0.5230.572 4 0.6050.561 4 0.5830.627 3 0.4970.540
UDP96005 5 046/M0.766 8 0.6610.761 7 0.7040.769 5 0.5000.750 5 0.7900.751
PS12A02 8 0.8000.782 8 0.7380.731 9 0.7820.752 6 0.7500.757 7 0.7370.736
PCHGMS1-1 6 0.7330.708 6 0.6810.632 6 0.7060.664 6 0.7500.717 6 0.7110.642
PCHGMS1-2 4 0.4000.444 4 0.4680.430 4 04250417 4 04170482 5 0.4130.381
PCEGA34 9 0.9330.892 10 0.8980.842 9 0.8740.844 9 0.9170.895 11 0.8800.827
BPPCT034 7 0.8670.811 8 0.8070.792 7 0.8500.808 6 0.8330.804 8 0.8170.787
Mean 6.140.681 0.716 7.00 0.682 0.680 6.57 0.707 0.688 5.71 0.679 0.719 6.43 0.692 0.666
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Table 4: Summarized results of the paternity amgalys

Seed orchard #1 Seed orchard #2 Seed orchard #3
Progenies 495 491 190
One father identified 365 (73.7%) 362 (73.8%) 182.1%)
More than one father 9 (1.8%) 10 (2%) 3 (1.6%)
No father 42 (8.5%) 59 (12%) 33 (16.8%)
Genotyping problem 79 (16%) 60 (12.2%) 17 (9.5%)
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Table 5: Effective sizes of fathers per mothethia three seed orchards.

Seed orchard #1 Seed orchard #2 Seed orchard #3
Lower observed 1 14 2.5
effective size
Higher observed 6.8 6.4 4.6
effective size
Mean effective size 3.7 3.4 4.4
(standard deviation) (1.5) (1.4) (0.9)
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Table 6: Effective sizes of mothers and fathertheaseed orchards.

Female function Male function
Flowers Flowers + CF  Seeds Flowers  Flowers + CF Paternity Paternity+Seeds
Nen Ner Nets Nem Nene Nens Nenstot

Seed 11.2 11.2 10 11.7 11.2 10.2 9.9
orchard #1

Seed 10.2 10.6 10.5 10.7 10.6 9.2 7.1
orchard #2

Seed 8.2 7.5 7.2 8.8 7.5 7.6 7.4
orchard #3
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Table 7: Effective sizes of parents in the seetiands

Information on Information on  Effective size Seed orchard #1 Seed orchard #2 @&ebdrd #3

female contribution male contribution

Flowers Flowers Nept1 114 10.5 8.5
Flowers Paternity Nep3 12.3 11 9.1
Flowers + CF Flowers + CF Nep2 11.2 10.6 7.5
Flowers + CF Paternity Nepe3 12.1 111 8.4
Seeds Flowers Negs1 12.1 12.1 10.3
Seeds Flowers + CF Negs2 11.8 12.1 7.6
Seeds Paternity Ners3 11.9 11.9 8.5
Seeds Paternity + Seeds  Negsot 115 11.3 8.3
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Population structure causes unequal allelic frequeries at the self-incompatibility locus
within populations of Prunus avium.

Solenn Stoeckel, Vincent Castric, Stéphanie Majetavier Vekemans

Figures et table des résultats d’'un manuscrit épgration.



Table 1:Results from numerical simulations of a self-ingatmbility locus (S-locus) and an unlinked neutoalus under different levels of
migration. Simulations with 20 demes of 150 indixats, mutation rates = 5 1@nd 2 1d, respectively for the S-locus and the unlinkedtratu

locus.

Slocus Unlinked neutral locus
total population deme total population deme
Nm Nyt He2 Ny He Fst Na He Ny He Fst

0.0l 2453+246 0.947+0.005 8.73+020 08003 0.0821+0.0026 32.69+4.03 0.943+0.009.002021 0.140+0.042 0.8983 +0.0071
0.1 2136+1.64 0.947+0.003 11.44+0.28 0.8865002 0.0580 +0.0016 27.81+4.58 0.852+0.0558340.54 0.542+0.050 0.3820 +0.0074
05 2324+155 0.953+0.003 1554+0.47 0903092 0.0438+0.0010 21.70+4.19 0.781+0.08876%0.94 0.545+0.069 0.3195 + 0.0067
0.0374 + 0.0008
1 244+146  0.955+0.002 18.11+0.54 0.921008. 212+446 0.748+0.113 6.73+140 0.611+0.0981935 +0.0041
[0.0327;0.0418]
0.0253 + 0.0004
3  2656+133 0.960+0.002 23.06+0.78 0.93500D 2054+4.11 0723+0.121 8.14+1.79 0.671+D.110.0724 +0.0018
[0.0226;0.0298]
0.0216 + 0.0003
5  2743+144 0961+0.002 2515+1.00 0.94100D 19.88+4.27 0.705+0.135 8.88+2.09 0.673 +9.1D.0477 +0.0012
[0.0190;0.0241]
0.0152 + 0.0002
10 28.10+1.32 0.962+0.002 27.14+1.11 0.948002 19.80+4.20 0.703+0.146 9.84+2.21 0.686 +8.14).0250 + 0.0006
[0.0134;0.0172]
20 2851+1.43 0.963+0.002 28.15+1.31 0.984002 0.0099+0.0001 19.57 +4.03 0.707 +0.136.44@2.38 0.698 +0.134 0.0131 +0.0003
0.0060
+0.0002

0.074

50 28.61+1.31 0.963+0.002 28.51+1.27 0.988002 0.0052+0.0001 19.73+3.99 0.712+0.124.50%2.59 0.708+0.124

Obs® n.a. n.a. 18 0.918 0.023 n.a. n.a. 8.29+3.90 89.60.111

! Number of alleles, means are given + standardatiewi.

2 Heterozygosity expected under panmixia (gene digidr , means are given + standard deviation 6@érreplicates.

% Observed values are given for the St.Gobain ptipalaUnlinked neutral loci considered are UDP9&,0BPPCT034, PCEGA34, UDP98-
411, BPPCTO040, PS12A02, UDP98-021.



Figure 1:Distribution of S allele frequencies within demes.
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Figure 2:Distribution of S allele frequencies in the whplgulation
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Figure 3:Distribution of S-locus allele frequencies in theee populations
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Annexe 7



Fst par alléles

1. Calcul des différenciations

Réalisé avec le logiciel Fstat, nous retenons lewalu Theta de Weir et Cockerham et les
valeurs du Gst et du Gst’ de Nei.

2. Comparaison de la différenciation avec et sapétitions de génotypes

UDP96-005

Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
104 0.063 0.048 >
108 0.055 0.045 >
114 0.004 0.001 >
118 0.115 0.107 >
120 0.014 0.012 >
126 0.116 0.103 >
132 0.075 0.077 <
134 0.032 0.011 >
138 0.137 0.174 <
All alleles | 0.066 0.055 >

- La différenciation est globalement plus élevéessegpétition de génotypes qu’avec
répétition de génotypes. Vrai au niveau des alledes pour I'allele 132 et pour I'allele 138.

UDP98-021

Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
98 0.084 0.059 >

100 0.081 0.112 <

110 0.213 0.118 >

114 0.019 0.021 <

All alleles | 0.110 0.083 >

- La différenciation est plus élevée sans répétitien génotypes qu’avec répétition de
génotypes. Vrai pour les alléles 98 et 110 maigpas les alleles 100 et 114.

BPPCT040

Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
120 0.035 0.088 <
128 0.067 0.051 >
130 0.059 0.088 <
134 0.067 0.134 <
136 0.041 0.039 >
140 -0.004 -0.001 <
142 0.131 0.131 =
144 0.045 0.115 <
All alleles | 0.052 0.086 <

- La différenciation est moins élevée sans répétitie génotypes qu’avec répétition de
génotypes. Vrai au niveau des alleles sauf pouallekes 128, et 136. Identique pour l'allele
142.



PS1A02

Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
156 0.078 0.079 <
158 0.006 0.012 <
160 0.163 0.220 <
162 -0.002 -0.000 <
164 -0.006 0.000 <
166 0.045 0.028 >
170 0.082 0.130 <
174 0.017 0.013 >
178 0.160 0.154 >
186 -0.009 -0.005 <
All alleles | 0.102 0.133 <

- La différenciation est moins élevée sans répétitie génotypes qu’avec répétition de
génotypes. Vrai au niveau des alléles sauf pouallekes 166, 174 et 178.

BPPCT034

Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
217 0.064 0.084 <
219 0.000 0.000 =
221 0.142 0.099 >
223 0.003 0.008 <
225 0.020 0.012 >
227 0.017 0.014 >
231 -0.006 -0.002 <
233 0.148 0.152 <
239 0.009 0.014 <
241 0.016 0.048 <
243 0.039 0.031 >
255 -0.007 0.010 <
257 0.126 0.256 <
261 -0.009 -0.005 <
All alleles | 0.090 0.096 <

- La différenciation est moins élevée sans répétitie génotypes qu’avec répétition de
génotypes. Vrai au niveau des alleles sauf pouraledes 221, 225, 227 et 243. Valeur
identique pour l'alléle 219.

UDP98-411

Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
140 0.092 0.119 <

150 0.040 0.038 =

158 0.009 0.008 =

160 0.001 -0.001 =

162 0.068 0.116 <

164 0.015 0.057 <

All alleles | 0.052 0.076 <




- La différenciation est globalement moins élevéessapétition de génotypes qu’avec
répétition de génotypes. Identique pour les allgétd 158 et 160.

PCEGA34

Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
123 0.015 0.016 <
129 0.051 0.066 <
133 0.055 0.104 <
135 0.123 0.172 <
141 0.010 0.015 <
149 -0.000 -0.000 =
151 0.018 0.036 <
153 0.119 0.120 <
155 -0.008 -0.003 <
157 -0.009 -0.006 <
159 0.138 0.180 <
161 0.013 0.006 >
163 0.022 0.014 >
165 0.126 0.126 =
167 0.022 0.034 <
169 0.022 0.014 >
171 -0.009 -0.006 <
181 -0.009 -0.000 <
183 -0.009 -0.004 <
All alleles | 0.057 0.072 <

- La différenciation est globalement moins élevémssegepétition de génotypes qu’avec
répétition de génotypes. Plus élevée pour lesesll®b1, 163 et 169. Identique pour les alleles
149 et 165.

UDP98-412

Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
86 0.082 0.106 <
112 0.010 0.039 <
116 0.016 0.009 >
118 0.010 0.014 <
120 0.020 0.023 <
122 0.011 0.056 <
124 -0.009 -0.005 <
126 -0.007 -0.003 <
All alleles | 0.016 0.029 <

- La différenciation est globalement moins élevémrssgépétition de génotypes qu’avec

répétition de génotypes. Plus élevée pour l'alldle.

GSl locus
Allele Theta SD | Theta AD| Comparaispn
1 0.051 0.037 >




2 -0.005 0.019 <
3 0.037 0.075 <
4 -0.009 -0.005 <
6 -0.011 0.006 <
7 -0.008 -0.002 <
9 -0.009 -0.005 <
10 0.020 0.064 <
12 0.032 0.027 >
13 0.023 0.017 >
14 0.033 0.069 <
16 0.001 0.002 <
17 0.030 0.051 <
18 0.017 0.020 <
19 0.045 0.022 >
20 0.055 0.093 <
21 -0.000 0.014 <
22 -0.006 -0.000 <
All alleles | 0.023 0.042 <

- La différenciation est globalement moins élevémrssgépétition de génotypes qu’avec
répétition de génotypes. Plus élevée pour lessllg) 12, 13 et 19.
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Plan des arbres échantillonés de la population

de St-Gobain pour I’étude des flux de pollen

Cercl¢ de bleu, les arbres-meres prélevés pour 1€ récolte de descendants 2002 ; en vert, la
récolte de descendants 2003. Les polyedres rouges regroupent les individus de mémes

génotypes que nous considérerons comme des taches de drageons.
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CELINE

Dix jours avant la date prévue de ma soutenandbed®, mon épouse, Céline, est décédée a
I'hépital Bretonneau de Tours suite a des erreudioales répétées de la part du SAMU 37
(deux meédecins différents) et du docteur Antoingntamd de SOS meédecin. Deux heures
avant le déces de Céline, et malgré I'expressipété& de nos inquiétudes concernant le futur
enfant que nous attendions, ce dernier médecimasigjuait de facon cavaliere une gastro-
entérite, qu'’il précis¢aigue¢ parce"qu’il en avait déja diagnostiquées trois ava@g€line
dans la matinée. En fait, Céline faisait une gresseextra-utérine ayant entrainé une
hémorragie interne, diagnostiquée correctementigameédecins urgentistes 2 heures apres la
consultation du Dr Guimard, alors que Céline swisme ultime perte de connaissance avec
arrét cardio-ventilatoire.

Son décés céreébral est déclaré le 6 mai 2006. eCédipose désormais au cimetiere de
Crezancy-en-Sancerre (18).

Tout ceci s’est passé au XXFf siécle en France, non parce qu’on ne sait pagitreés cas
médicaux (11% des grossesses en déclarées en JHnsaisea cause de la certitude suffisante
d’'une personne n‘ayant pas saisi les fondementta deensée régissant sa discipline, les
Sciences, et/ou qui a voulu économiser un scannane échographie (tout comme le SAMU

a préféeré, dans un premier temps, éviter le déplane de matériels et de personnels
qualifiés, retardant I'action des secours).

. . - ety

Céline avait choisi de devenir professeur des écal@nseigner et de transmettre dans les
endroits ou les enfants ont le plus besoin d’éésa de recevoir le savoir, la culture et le

regard bienveillant d’'un adulte. Céline savait lapporter tout cela, leur donner des points de
reperes et I'image d’une certaine stabilité danswonde souvent cruel.

Pour elle, pour moi, jespere pouvoir contribuetransmettre cette part essentielle de la
philosophie de la Science qui a incontestablenahtéfaut a Antoine Guimard : le doute. La
remise en question des certitudes cognitives, sefies oua priori et I'accumulation
d’informations convergentes issues de difféerentesces devraient étre les réflexes naturels
d’'un médecin. Nous aurions aimé que cette philogopdi précieuse pour combattre les
dogmatismes obscurs, nous protege de I'incompétdacees médecins le mercredi 3 et le
jeudi 4 mai 2006.



La vie est merveilleuse de complexité, de diversitéis aussi de fragilité dans sa lutte
constante contre I'inerte. Je regrette que sorestsge Soit pas une notion centrale dans notre
: : société, mais il semblerait que la prédominance des
notions économiques poussent notre systeme a
préférer I'épargne de quelquéesichesses a la
sauvegarde de I'un de ses membres. Ces richesses,
tel que le fonctionnement d’un scanner ou encore le
maintien d’équipes médicales en nombre suffisant
pour répondre aux urgences, ne sont pourtant pas un
luxe qu’on peut humainement économiser sans en
envisager les conséquences. Cette richesse nidepas
prix et en défendre la dépense, sans attendre qu’un
de nos proches en patisse, éviterait bien des
malheurs.
Enfin, le respect de la vie passe aussi par la
connaissance et le respect de la mort. Dans notre
société ou le perdant (de la vie) est considéréntem
un moins que rien, il est douloureux de s’aperaevoi
que les vécus d’'une majorité de personnes reposent
souvent sur des ceuvres de fiction. La mort n’est ni
un spectacle hollywoodien, émouvant, captivant ou
€écceurant, ni un processus que nous pouvons igoonagme s'il avait été éradiqué de notre
société. Le déces d'un proche, c’est avant toutddeseurs (évitables et inévitables) qui font
partie de la vie, qui lui donnent sa valeur et domtlevrait pouvoir parler sans géne ni tabou :
I'étre décédé mérite qu’on parle de lui, non pajgd en a besoin, mais parce qu’en parler ou
I’évoquer fait revivre le bonheur qu’il procuraisas survivants.

Dans cet thése, vous trouverez beaucoup de Cé
d'abord parce qu’elle a participé physiquement a
création, elle m'a aidé, relu, corrigé, soutenu sm
surtout parce gu’'apres 9 années de partage tetgd"|
que je prononce ne trouvait son écho que dang
"nous.
Tout ce que je suis et ce que je fais trouve
inspiration en elle.

Pour moi, elle était ma vie et mon bonheur, poustt
elle était le paradigme de la noblesse, de l'aling et
de I'empathie. Si aider les autres avait été unenSe,
Céline aurait un prix Nobel. Si la Justice gouvér
notre monde, Céline en serait la Reine. Les mots
semblent ridicules et inappropriés pour parler de s
gu’elle était et de ce qu’elle dégageait. ..
Je ne sais gu'ajouter si ce n'est qu'elle manc
cruellement a tous ceux qui I'ont connue. :

Céline Stoeckel, née Loriol a Palaiseau (91)lgahvier 1980, mére de Noam agé d’un an et
une semaine lorsqu’elle est décédée le 6 mai 20@&ude de l'incompétence et de la
suffisance de personnels du corps médical et dshumanisation des rapports patients-
médecins motivée par des raisons économiques.

Note ajoutée en décembre 2006.





